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RESUMEN. 

Se purificó la fracción Cn F.11.5 del veneno del alacrán mexicano Centruroides nox,us 

(Hoffmann), utilizando distintas estrategias cromatográficas. La fracción Cn F.11.5 fue a su vez 

repurificada por CLAR para obtener y secuenciar parcialmente los componentes presentes en 

dicha tracción. Se reportan 19 secuencias parciales o totales presentes en la Cn F.11 5 de las 

cuales dos muestran gran identidad con toxinas contra canales de potasio y el resto presenta 

similitudes mayores a 50°/o en el extremo amino terminal con toxinas contra canales de sodio. Se 

evaluó la toxicidad de la fracción Cn F.11.5 tanto en mamíferos (ratones) y crustáceos 

(coch1nillas). Los resultados de estos retos muestran una baja toxicidad de la fracción en ambos 

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

Por otro lado se desarrollaron esquemas de inmunización en ratones y en conejo usando como 

antígeno la fracción Cn F.11.5 Los ratones inmunizados fueron retados in vivo contra el veneno 

total soluble de C. noxius y la toxina Cn2 observando fenómenos de hipersensibilizac1ón. El suero 

policlonal de conejo se utilizó para valorar su react1v1dad con cada uno de los componentes 

presentes en la fracción y compararla con !amostrada contra Cn2. Los pépt1dos con mayor 

porcentaJe de identidad a Cn2 fueron los que mostraron menos reactiv1dad hacia el ant1suero y la 

Cn2 mostró una muy débil reacción cruzada. El BCF2, anticuerpo monoclonal que bloquea la 

acción toxica de Cn2, se utilizó para comparar su reactividad antigénica hacia los péptidos 

componentes de la Cn F 11.5. Ninguno de los péptidos purificados de la Cn F.11.5 mostró homología 

antigénica con la Cn2. Por último se valoró la capacidad neutralizante in vitro del suero de 

conejo anti Cn F.11 5 contra la Cn2. El suero hiperinmune de conejo es capaz de neutralizar 7.5 

DL50 por mi. 
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INTRODUCCION. 

Generalidades de los alacranes y escorpionismo. 

Los alacranes están taxonómicamente 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 

contiene a todos los alacranes venenosos contra mamíferos del mundo. En 

Nortea111érica y 1nás específica1nentc en México sólo 6 especies y 2 subespecics de 

las 30 especies repo1iadas del Género Centruroides sp. son consideradas peligrosas 

para el hotnbre, pues su veneno es ncurotóxico y capaz de poner en riesgo la vida 

de las personas picadas por ellos; este problema de salud pública es denominado 

tnédicatncntc corno escorpionis1no (Dehesa-Dávila y Possani, 1994). 

El cscorpionis1no se presenta 1nuy frecuentctnente en el país, en particular los 

estados del Pacífico y Sur de la República son los que registran 111ayor incidencia. 

l)c hecho es en MCxico donde se presenta el 1nayor nú1ncro de accidentes por 

picadura de alacrán. cerca de 200 000 casos por año. y de ellos el 0.1 % son mmtalcs 

(Dchcsa-Dávila y Possani. 1994. Caldcrón-Aranda et al. 1996). 

Aún cuando se han desarrollado 111étodos eficientes para trata1nicnto de 

pacientes con síntotnas de cnvcncna1nicnto por picadura de alacrán. éstos no son 

sulícicntcs pues existen zonas donde el servicio 1nédico es escaso, ineficiente o 

incluso inexistente y aunado a c:::.to la falta de conocinücnto de la gente sobre las 

1ncdidas necesarias a realizar cuando sucede un accidente de esta naturaleza, hace 

que el porcentaje de 1nortandad se incrc1ncntc. 

En México se producen dos sueros antialacránicos. uno clahorado por la 

Secretaría de Salud Pública y otro por un laboratorio fannacéutico particular 

(llioclún S.A. de ('.V.). En a1nhos casos estos antivcncnos se obtienen n1cdiantc la 

i111nunización de caballos. Estos son inyectados con 111accrados de tclson de los 



alacranes, centrifugados con el fin de eliminar residuos celulares y mucosidades, 

utilizando la fracción soluble para inocular al animal. Este antiveneno obtenido del 

suero de caballo está compuesto por inmunoglobulinas G, purificadas y digeridas 

enzimáticamentc, presentando las fracciones de unión al antígeno (Fab2), 

polivalentes para todas las especies peligrosas del Género Centruroides sp. 

presentes en México (Flores, 1963; Calderón-Aranda et al. 1996). La polivalencia 

del suero, ( capacidad del suero para bloquear la acción del veneno de diferentes 

especies de alacrán), se obtiene de in1nunizaciones independientes usando el 

tnacerado de télsones de una sola especie en cada ani1nal inmunizado; télsones de 

C. noxius, C. li,npidus !i,npidus y C. suffusus Sl![fi1sus. Posterionnente se co1nbinan 

los sueros dirigidos hacia los diferentes venenos. Este antiveneno en general ha 

mostrado efectividad, sin embargo, este método de obtención implica que en el 

conjunto de células maceradas y centrifugadas se presente una gran cantidad de 

elementos inocuos y no tóxicos que son inyectados en los caballos, generando 

anticuerpos específicos irrelevantes para la protección. Estos anticuerpos colaboran 

1níniina1ncntc en la neutralización de los péptidos tóxicos y aumentan la posibilidad 

de generar reacciones secundarias indeseables en el paciente co1no la cnfennedad 

del suero (Licca et al. 1996a). Sumado a esto, el uso de antígenos tóxicos limita 

grandc1ncntc su aplicación pues sólo es posihlc ad1ninistrar 1nuy pequeñas 

cantidades, ade111ás de que la salud de los ani1nales se ve afectada dis1ninuyendo la 

posibilidad de utilizarlos por largo tíc1npo o dis,ninuyendo su respuesta 

in1nunológica ( Landon y Stnith, 1996). Las anteriores son algunas causas que le 

dan i1nportancia al uso de técnicas adecuadas para la purificación de toxinas del 

veneno de diferentes especies de alacranes de México con el fin de obtener 

elementos puros con actividad específica hacia mamíferos (Calderón-Aranda et al. 

1993). 

Los efectos del veneno de alacrán sobre una persona pueden variar y no 

nccc\l.ariatncntc tienen que presentarse todos los sínton1as. Es necesario observar 

una serie de variables que i1nplican tanto a las condiciones del individuo: peso, 

edad, estado de salud, sensibilidad al veneno, zona y nún1ero de piquetes sufridos: 
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así como del alacrán: especie y cantidad de veneno inyectado. Los principales 

sínto1nas se presentan en los pritneros veinte minutos después de la picadura. Los 

111ás co1nuncs a nivel local son: intenso dolor, seguido por ardor o co111ezón y una 

sensación de adonnecitnicnto que puede llegar a expandirse en la región corporal 

de la picadura y durar hasta varios días; los sínto1nas generales y n1ás itnportantes 

para valorar si se requiere el uso del suero antialacránico son: lagri1neo, secreción 

nasal. sensación de pelos en la garganta, dificultad para respirar y tragar, tos, 

disfonía y disfagia. hipcrexcitahilidad, sia1orrea y vó1nito. En casos de 

envenena1niento severo, las principales causas de rnuerte son provocadas por 

edema pulmonar o problemas cardiacos ( Dehesa-Dávila et al. 1994; Calderón­

Aranda et al. 1996). 

Los grupos poblacionales con 1nayor riesgo de envena1niento severo son los 

niños menores de 5 años y los ancianos. En el tratamiento de la picadura se 

rcco1nicnda la aplicación del antisuero cuando se presentan dos o más síntomas 

generales en el paciente (Calderón-Aranda et al. 1996). 

Bioquímica, clasificación y estructura tridimensional de las 
toxinas de alacrán. 

Los principales con1poncntcs activos del veneno de alacrán son enzin1as y 

pequciios péptidos de entre 35 y 70 residuos de aminoácidos. Estos péptidos son 

dcno1ninados toxinas por ser los responsables de los efectos letales o tóxicos del 

veneno, pues afectan a los tejidos excitables de la vícti1na (tejido 111uscular y 

nervioso). Las toxinas son capaces <le n1odificar la aclividad de canales iónicos de 

dichas células (Rochat et al. 1979; Carbone et al. 1982). 

La clasificación de las toxinas de alacrán se basa en tHs\\ntas caractcrh;ticas 

estructurales y fisiológicas de estos polipétidos, co1110 son: 

a)Sclcctividad de acción sobre distintos canales iúnicos y los efectos que 

producen en estos: existen toxinas de alacranes capaces de afectar a canales de 



potasio, sodio, cloro o calcio (Cattcral et al. l 976, Carbone et al. l 982, Dcbin et al. 

1993, Valdivia et al. !992). Algunas toxinas pueden bloquear el paso de iones 

como sucede con las toxinas contra canales de potasio (Carbone et al. 1982, Nieto 

et al. 1996). Dentro de las toxinas dirigidas a canales de sodio algunas retardan la 

inactivación, n1ientras que otras 1nodifican la activación de los canales; un rasgo 

importante en la clasificación de las toxinas de sodio observa también la zona del 

canal con la cual interactúan (Couraud et al. 1982, Meves et al. 1984, Caterall et al. 

1991 ). 

b) Longitud de la cadena: la mayoría de las toxinas de cadena corta poseen 

tres puentes disulfuro contiene entre 30 y 40 residuos de animoácidos (Possani 

1984; Nieto et al. 1996) y actúan sobre canales de potasio. En últimas fechas se 

han reportado dos toxinas de cadena corta que presenta cuatro puentes disulfuro 

(Olamendi-Portugal et al. 1996; Kharrat el al. 1996 b). 

Las toxinas de cadena larga, de entre 60 y 70 residuos de aminoácidos con 

cuatro puentes disulfuro, afectan los canales de sodio. Estas se han clasificado en 

base a las características de unión al canal, a la especie en cual presenten una 1nayor 

afinidad y a los efectos que producen en la célula. Por ejemplo, existen toxinas 

contra canales de sodio que afectan a canales de mamíferos. Estos péptidos se 

.subdividen en: toxinas tipo a o tipo ~ de ncucrdo al sitio de unión al canal y sus 

efectos sobre el 111isn10. Las toxinas de tipo a se unen al sitio 3 del canal de sodio 

dependiente de voltaje y retardan la inactivación; éstas toxinas se encuentran 

presentes principalincnte en los venenos de las especies de alacranes del Viejo 

Mundo. Las toxinas de tipo~ se unen al sitio 4 del canal y 1nodifican su activación, 

en general ésto caracteriza a las toxinas de los alacranes de A,nérica (Couraud et al. 

1982; Whcclcr et al 1983). 

e) Espccilícidad de acciún de las toxinas contra células de distintas especies: 

una n1isn1.t toxina se adhiere con distinta afinidad a un n1is1110 tipo de canal 

dependiendo si éste pc11enece a células de n1arnífcro, insecto o crustáceo, e incluso 
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es tejido dependiente, dadas las diferencias estructurales que presentan los canales 

iónicos en función de la célula que los expresa. Se han llegado a describir algunas 

toxinas dirigidas tanto hacia canales de sodio de 1na1níferos con10 de insectos por 

presentar valores comparables de unión a los canales de ambas especies (Gordon et 

al. 1996, Loret et al. 1991 ). 

Las toxinas contra insectos que se unen a canales de sodio están clasificadas 

en tres grupos: 

1) Las toxinas contra insectos que son altamente tóxicas (ensayos realizados 

en cucarachas Peri¡J!aneta a,nericana), afectan la inactivación del canal (Gordon 

et al. 1996). 2) Las toxinas depresoras producen en el insecto parálisis flácida en su 

sistema muscular. mediante el bloqueo de la corriente (Lebreton et al. 1994). 3) Las 

toxinas cxcitatorias producen una rápida parálisis cspasn1ódica y se unen al canal 

en forma independiente del voltaje (Zlotkin et al. 1991 ). 

/\un cuando se han reportado un buen nú111cro de to~inas distintas de 

diferentes especies. a todas se les ohscrva un patrón conservado en lo que a su 

estructura tridin1cnsional se refiere. Es decir, todas las toxinas hasta ahora descritas 

tienen tres o cuatro puentes disulruro dispuestos de 111ancra sin1ilar y un n1otivo 

cst1 uctural repetido que const;1 de una hl·Jice c11f;1 y dos o tres hebras antiparalelas 

fo1111ando una hoja beta plcgnda, conocido con10 patrón o:.-~) cstab!lizado por 

c.ish::inas (Kobé'\yashi cr uf 1991) (Fig l.). Las secuencias de a1ninoácidos pueden 

variar. pero presentan residuos conservados, co1no la lisina 35 y el patrón repetitivo 

de los enlaces disulfuro. Se distinguen dos seg1nentos conservados en el centro 

ludroli:ibico entre la u hclice y la parte media de la hoja ~ (Cys-x-x-x-Cys. Cys-x­

('ys~ donde x indica un residuo variable) e incluso se pueden distingui1 sitos 

hidrofóhicos basados en el agrupa,nicnto de una serie de an1inoúcidos que_ aún 

cuando no se encuentren en continuidad en su estructura pri111a1 ia, el plcgan1icnto 

del p(·ptido los 1nantiene cercanos. Se reconoce un centro hidror()hico de la 

proteína confonnado por los residuos de cistcínas y algunos a,ninoúc\dos 



F1g. 1 Modelo t11din1en:-1onal de la toxrna Cn2 del alacrán C 110.Hus. detennmado por NMR. Se aprecia, en 

color negro. l.J o:-hehcc unida por dos puentes disulfuro a la segunda hebra de la hoja 13 antiparalda. en grfr, 

0bscwo T0nrndn de 1'1111m el al. !99R 

hidrofóbícos. una región hidrofóbica constituida por residuos aro,náticos en la hqja 

J3 de cara al solvente y una región de carga positiva a un costado de la 1nolécula en 

la región c;i1hoxilo tcnninal. 

·rodos estos puntos podrían estar involucrados en la funcionalidad y especificidad 

de las toxinas hacia los canales y el tipo de células sohrc las cuales actuan (Alrnassy 

el al. 1983, FontceiIJa-Carnps et al. 1 980, Pintar et al. l 998). 

Canales iónicos: principales blancos de acción de las toxinas de 
alacrán. 

En definición los canales iónicos son proteínas trans1nc111hranalcs, inc111stadas 

en la bicapa lipídica de la 1ncn1brana celular: están unidos a otras proteínas 

1nc1nbranalcs o a elc111cntos del citoesqueleto intracelular. Los canales iónicos son 

maeromoléeulas de gran longitud pues se componen de l 800 a 4000 residuos de 



Medio 
Externo 

/ 

F1g 2 Modelo de unión del canal de Sodio y los distintos sitios de unión de toxinas; que actúan sobre el canal. 

1.Tetradotoxma, 2 Batracotoxma . 3. Toxinas u de alacrán y de anemona. 4 Jo·dnas B de alacrán. C 

anc:ste~icos locales Tonu1do dc Hillc, 1992. 

an1inoácidos aproxi1nada1ncntc, organizados en una o varias cadenas polípcptídicas 

y con varios cientos de residuos de azúcares, en fonna de cadenas de 

oligosacáridos, unidos covalcntcn1cntc a ciertos a1ninoácidos localizados en las 

zonas de la proteína que se encuentran en la cara externa de la 1ncn1hrana (C'atcrall 

('f al. 1988; U nwin et al. 1989). 

El canal posee pcnncahi1idad selectiva, pues restringe el n1nvin1icnto de \ns 

iones a una sola especie. El canal presenta una región conocida corno poro, el cual 

cstú co1npucsto de cuatro subunidadcs repetidas. Cada una de las subunidadcs 

tiene dos hélices ex, donde Llllél de las hélices ex se uhieri hacia la cara de la 

111en1hra11a y la otra se encuentra haci.1 la luz del poro. Las cuatro suhunidades se 

acoplan fonnando un cono invertido cuando se encuentra el cnnal en reposo y 

cuando se abre las hélices ,nodifican sus {Jngulos para abrir el conducto del poro a 

111nncra la apertura de un botón de flor. La proteína fonnn un conducto acuo:--o que 

cn1ra con1plcta1ncntc la bicapa de la 1ncn1hrana: este conducto es n1ás .incho que el 
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ion. La presencia de una cavidad acuosa en el interior del conducto y los residuos 

dipolarcs de las hélices a. externas permiten que el ion atraviese la zona 

electrostática hasta el filtro de selectividad; mientras que los aminoácidos 

hidrofóbicos de las hélices a. internas se ubican en interfase con la bicapa lipídica. 

Muy cerca del filtro de selectividad se ubican dos cationes a distancias muy 

cercanas, la repulsión generada por este par de iones promueven la rápida 

conducción y alta selectividad (Declan et al. 1998). La posibilidad de apertura o 

cierre del canal está regida por un sensor, en el caso de los canales dependientes de 

voltaje, el sensor posee varios grupos de a111inoácidos cargados que se 1nucvcn 

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 ratón es una 

g\ucoproteína compuesta de alrededor de 2000 residuos aminoácidos y tiene un 

peso cercano a 230 kDa aportado por una cadena polipeptídica mayor, subunidad 

a, y dos pequeñas subunidades j3 de 36 y 40 kDa (Barchi et al. 1988, Calera\\ et al. 

1988, Trimmcr y J\gnew 1989). Adicionalmente a la cadena se han encontrado 

oligosacáridos y ácidos grasos unidos covalentemente (J\gnew et al. 1978; Miller et 

al. 1983). 

La subunidad ,nayor del canal posee una estructura repetitiva de alrededor 

de 300 a 400 residuos an1inoácidos~ este 1notivo se repite cuatro veces en 1os n1ás 

de 1800 residuos que confonnan la suhunidad a. (~ada uno de estos n1otivos 

repetitivos internos incluyen ,núltiples seg1nentos trans1ncn1hranales, ubicados por 

predicción sobre la hase de la hidrofohicidad de los residuos de a1ninoácidos: el 

gráfico de predicción de hidrofobicidad indica que la pat1c an1ino tenninal del canal 

no se encuentra dentro de la 1ncn1brana. El poro trans1ne111branal está fonnado por 

los cuatro scg1ncntos trans1nc1nbranales repetidos en la unidad a y el sensor de 

voltaje se ubica en el seg1nento S4, que tiene ocho residuos cargados positiva1nente 

cada tercer residuo, (Stiihmcr et al. ! 989, J\uld et al. 1990). 



Sistema inmune y acción del veneno en el cuerpo. 

El sistema de defensa en la mayoría de los vertebrados es una compleja 

cotnbinación de células y proteínas especializadas para hacer frente a elen1cntos 

patógenos y substancias extrafias que logran penetrar en el cuerpo. Este sistc1na es 

conocido cotno siste1na in1nune. 

Cuando un ele1ncnto dañino (infección bacteriana, virus, proteínas tóxicas o 

cxtrafias) ingresa al cuerpo se desencadenan una serie de eventos para eli111inarlo. 

La respuesta contra este agente patógeno, también llamado antígeno. se realiza en 

dos niveles distintos: uno a nivel hun1oral y otro a nivel celular. Et organistno es 

capaz de levantar una respuesta inmune celular donde las células componentes del 

siste1na in1nunitario, como los linfocitos, macrófagos y leucocitos entre otros. son 

esti1nulados para hacer frente y eli1ninar dicho antígeno. Existen ta1nbién una serie 

de proteínas que están diseñadas para realizar funciones de reconoci1nicnto. 

activación y regulación de la respuesta intnunc: este tipo de respuesta es conocida 

con10 respuesta i111nunc hu111oral. A1nbos niveles de respuesta se con1binan y 

con1plcn1cntan actuando conjunta1ncntc en la n1ayoría de las. cnfcnncdadcs que 

sufre el organismo (revisado por Abbas et al. 1994). 

l ,os antígenos son tccnnocidos por un receptor de los linfocitos B. lla1nado 

in1nunoglohulina (lg): esta proteína tienen un papel pri111ordial en el sistc1na innn1ne, 

pues cstú diseñada para el 1econoci1nicnto alta1ncnte específico de un gran nú111ero 

de proteínas extrañas al cuerpo. Las lg. tan1bién conocidas con10 anticuerpos, .c:;on 

cGtnpnnc:ntcs hutnoralcs del sistctna inn1unc. Los anticuerpos están involucrados en 

el rcconoci1nicnto de antígenos que no ingresan a las células sino que se 111antienen 

en los Huidos del cuerpo o en el rncdio cxtracclu1ar de algunos óiganos. coino en c1 

caso de infecciones bacterianas o toxinas producidns por éstas. La fonna de cón10 

las lg logran reconocer la gran cantidad de cpítopes de los antígenos se explica por 

una serie de genes que son seleccionados y unidos en distintas fonnas para la 

síntesis del anticuerpo dando con10 resultado varios cientos de 111illones de 

co1nhinacioncs posibles (revisado por Acnacerrafy llnanuc 1986). 
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Las lg son proteínas con un peso 1nolcct1lar de entre 150 y 900 kDa, ya que 

algunos tipos de lg se presentan en forma polimérica (2 unidades en el caso de las 

Ig tipo A o pentamérica como las lg del tipo M). Una molécula monomérica de lg 

esta compuesta por cuatro cadenas peptídicas. Estas proteínas tienen dos cadenas 

cortas llamadas cadenas ligeras y dos cadenas largas, llamadas pesadas, que 

confonnan un anticuerpo funcional (Alzari el al. 1988). 

En los mamíferos se han descrito dos tipos de cadenas ligeras: A(lambda) y 

K(kappa), y cinco diferentes tipos de cadenas pesadas: a(alfa), ')'(gama), µ(mu), 

E(épsilon) y o(dclta). Las cadenas ligeras están divididas en dos porciones: el 

fragmento ligero variable (LV) y el fragmento ligero constante (LC); el fragmento 

LV es diferente en cada uno de los linfocitos B, pues existe una secuencia 

detcnninada para cada antígeno y tiene coino función el reconocitniento de éste, 

conjuntamente con la fracción variable de las cadenas pesadas (HV). La LC puede 

ser sólo de los tipos antcrionncnte rncncionados (A o K); estos frag1ncntos se 

relacionan con las funciones específicas del anticuerpo en el sisten1a in1nune. En un 

anticuerpo las dos cadenas ligeras son del 1nis1no tipo ya sean dos cadenas A o dos 

del tipo K (Ravetch y Kinet 1991). 

Las cndcnas pesadas tan1bién presentan fragn1cntos definidos; poseen una 

fracción variable ( I IV) distinta en cada célula productora de anticuerpos y al 

asoci~rsc con la cadena ligera y el pri1ncr do,ninio de la cadena pesada, confonnan 

el fragmento de pegado al antígeno conocido como Fab. La porción constante que 

esta relacionada con la actividad específica de cada anticuerpo junto con el 

scg111cnto 1,(' for111a 1.i fracción cristalizahle (Fe) del anticuerpo. Entre ln Fah y la Fe 

de un anticuerpo se ubica un segn1cnto conocido con10 región bisagra, en este 

don1inio existen varios enlaces disulfuro que unen las cadenas ligeras con cada una 

de las cadena pesadas y unen también a ambas cadenas pesadas (Fig. 3) (Burton et 

al. \ 987). 
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de la cadena L 

Reglones hljl(!rv,ulnbles 
de \acade<1a H 

· Rcglon de b!sogra 

Reglan de flJncló~ 
ol compleme1110 

-[}-Hldrn1o de 
Cor bono 

1 -·- .f<:. - -

Fíg. 3 !\1odclo de lnmunoglobulma 1Ip0 G. se mue,;tran la'> fracciones y -;ubunidad1c..; que la componen y 

alguna:,; zon<1s rdevantc:- de In proteína. Fracción ,·ar)able en blanco. Fracción cons;tantc punteada. región 

br:sag1a ~-n linc.i\ 1 ornado de Bcnaccnafy Unanuc. l 986. 

('uando los linfocitos B no han sido cstin1ulados por efecto de un antígeno 

se ubican en su n1ayoría en los ganglios linfáticos o en el bazo y sólo se encuentra 

en circulación un pequeño porcentaje. Al ingresar el antígeno en el organis111.o se 

n1antic11c circulando e11 el torrente sanguíneo hasta ser reconocido por un receptor 

de los linf'oc1to B: este receptor es una lg con una porción pcptídica hidrofr)hica 

que lo lija en la 1nc1nhrana de la célula~ los linfocitos B no estiinulados presentan en 

su 111c-1nbrana 111ayoritaria1ncnte lg tipo M o tipo [) (revisado por Bcnaccrn1f y 

Unanuc 1986). 

lJna vc1. que se une el antígeno al receptor con1plc111cnt,11 io. el linfocito se 

dirige lu1cia los ganglios linfáticos y es allí donde éste se difcrcncía hacia células 

pl.:1sn1úticas. Estas células ca111hian el tipo de cadena pesada de la lg que expresan 

hacia y o ex., se n1ultiplicnn con gran velocidad y eli111innn la sccuc11cic1 que 111antic11c 

a la lg unida a la 1ne1nbrana convirtiendo a las lg en proteín,1s secretoras~ estos 

anticuerpos específicos para el antígeno en cuestión se liberan en µrc1n nún1ero en el 
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sistema linfático y circulatorio con la finalidad de reconocer, atrapar y neutralizar los 

antígenos (revisado por flcnacerrafy Unanuc 1986). 

Los anticuerpos se unen a un antígeno mediante acoplamientos moleculares 

1nuy estrechos y altan1cntc específicos. Cada anticuerpo en su Fab posee zonas 

hipervariables; estas regiones muestran una elevada variación con1parada con otros 

segmentos peptídicos conocidos como residuos estructurales. Se ha demostrado 

que dichas regiones hipervariables son las responsables de la unión al antígeno y se 

det1on1inan co1no regiones determinantes de }a con1p\e1nentariedad. Los residuos de 

aminoácidos ubicados en las CDR poseen ciertas características que propician la 

unión de éstos con aminoácidos específicos presentes en el antígeno (Amit et al. 

1986). 

Se pueden observar rasgos característicos en el proceso de reconocimiento y 

fonnación del complejo antígeno-anticuerpo, como la alta complementariedad entre 

éstos, que se pone de ,nanifiesto en la co1npleta exclusión de moléculas de agua 

en la interface, pues ninguna cavidad se puede observar entre las dos supert1cies. 

La co1nplen1cntaricdad de las cargas es otro fenómeno distinguible en la fonnación 

del complejo antígeno-anticuerpo. Se puede observar una disposición de 

a1ninoácidos en el anticuerpo que co1nple1ncnta a las cargas 1nostradas por residuos 

de) antígeno, con lo que se propicia la neutralización de las 1nis1nas al forrnar enlace~ 

déhi1cs de tipo iónico conocidos co1no puentes salinos: estos puentes salinos 

pueden ::.cr n,odificados en presencia de 1noléculas de agua pues éstas disip~u1 la 

acción de las cargas de las proteínas. Los puentes de hidrógeno que se forman entre 

ambas moléculas tamhién juegan un papel importante en la estabilización del 

co1nplejo~ cxperi,ncntos donde 1nutan residuos específicos para eli1ninar uniones por 

puentes de hidrógeno distninuycn fucrtc111cntc las afinidades del anticuerpo por el 

antígeno. Por último, la elasticidad, accesibilidad y antigenicidad del antígeno 

ta1nhién influyen en gran 1ncdida para aun1entar o dis1ninuir las afinidades del 
anticuerpo (revisado por ShcritTet o/. 1990~ revisado por l)avics et al. 1988). 

Pero no sólo los linfocitos B atacan al patógeno produciendo anticuerpos 
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contra él, sino que tienen otra vía de ataque donde el complejo formado por el 

antígeno y el receptor de la célula es introducido al citoplasma del linfocito. El 

antígeno es digerido y procesado para presentar un corto frag1ncnto del 1nis1110 en 

co111hinación con una 1110Iécula conocida con10 co1nplejo 1nayor de 

histocompatibilidad del tipo JI (CMH 11). Este nuevo complejo es ubicado 

nueva1ncnte en la superficie de la 1ne1nbrana celular para ser presentado al receptor 

de los linfocitos T. Hay varias clases de éstos: existen los citotóxicos que se 

encargan de clinlinar a células infectadas por virus u otros patógenos que actúan en 

el interior de éstas; los linfocitos T ayudadores y supresores son células del siste1na 

inn1unitario cuya función es la de regular la acción de otras células co1no los propios 

linfocitos B, 1nastocitos, células dendríticas, macrófagos, etc .. 1nediante la producción 

de sustancias liberadas en el torrente sanguíneo conocidas como interleueinas (IL) y 

factores de crcci1niento que pro1nueven o reprimen la expresión y actividad de la 

respuesta inmune celular (revisado por Engelhard 1994). 

/\ún cuando el sistc1na in1nunitario es extre1nada1nente eficiente ante ataques 

de antígenos y organis1nos patógenos, todo este con1plejo n1ccanis1110 de acción 

puede necesitar un tic1npo de esti1nulación y activación de varios días y hasta 

semanas (Abbas et al. 1994). En el caso de venenos de animales como artrópodos o 

reptiles la efectividad del sistctna in111unc se ve dis,ninuída, pues los principales 

co1nponcntcs proteínicos del veneno (toxinas que actúan sohic cannlcs iónicos) 

son péptidos que fácihncntc "burlan" al sistc1na inn1unc en hase n los ticn1pos que 

necesitan para ejercer su efecto ncurotóx1co o citotóx\co. Estas velocidades 

rebasan la capacidad del organisn10 para levantar una respuesta inn1unc en contra 

de dichas toxinas. 

En estudios de f"annncocinética se reportan ticn1pos de nbsorción del veneno 

del alacrún 7)·tius serrulatus por el siste1na circulatorio, del 75°/c, en 1ncnos de 15 

111inutos, cuando el veneno ingresa por vía subcutánea (Santana et al. 1996). Los 

órganos que presentaron la 1nayor concentración en este tic1npo fueron el riñón y el 

bazo, 1nicntras que órganos con10 el corazón, pultnón, hígado e intestinos presentan 

la 1nayor co11centració11 del veneno en los 30 1ninutos posterior n la nd111inistr:1ci<ln. 
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Los niveles de concentración se ven dra1nática1nentc disininuidos hasta dejar de ser 

detectables a los 120 minutos (lsmail et al. 1993, Revelo et al. l 996). 

Sin c111hargo, las toxinas son proteínas capaces de ser reconocidas por el 

sistcn1a inrnunc; adcn1ás pueden levantar una respuesta humoral eficaz y específica 

en contra de dicho péptido (revisado por Abbas et al. 1994). Como ya se ha 

mencionado anteriormente, el tratamiento más efectivo utilizado en la actualidad 

para casos de picadura de alacrán es el uso de antivenenos obtenidos de suero de 

anirnales in1nuniza<los con el veneno del artrópodo. Aún cuando la intnunización 

presenta una serie de dificultades por ser antígenos altamente tóxicos, con 

posibilidades de tener con1plicaciones de sensibilización o anafilaxia, la seroterapia 

ha logrado reducir el número de víctimas mortales a menos del l % del total de 

accidentes en nuestro país (Dehesa-Dávila y Possani l 994). 

Para conseguir un antivcncno de buena calidad y a precios razonables es 

necesario desarrollar un protocolo de inmunización capaz de utilizar cantidades 

pequeñas de antígeno y obtener una repuesta inmune de alta especificidad y 

afinidad contra las toxinas y a la vez conseguir que los efectos tóxicos del veneno 

sobre los ani1nalcs dis1ninuyan. 

14 



ANTECEDENTES 

El veneno de C. noxíus. 

El alacrán mexicano C. noxius que habita en el estado de Nayarit es considerado 

como el más venenos del país; la DL50 es de 5 µg de veneno total por cada 20 g de ratón 

por vía intraperitoneal (Dcnt el al. 1980). Sólo en la ciudad de Tcpic entre los años de 

1983 a 1989 los hospitales de la Secretaría de Salud reportaron un total de 9526 

picaduras, obteniendo 1588 accidentes en promedio anual (Dehesa-Dávila y Possani, 

1994). 

Los primeros estudios bioquímicos hechos sobre el veneno del alacrán C. noxius 

se realizaron en este laboratorio (Dent el al. 1980). A la fecha se han caracterizado más 

de 12 toxinas distintas responsables de los efectos tóxicos del veneno tanto en 

mamíferos como en artrópodos. Aún cuando se han descrito cuatro toxinas que afectan 

canales de potasio, la 1nayoría de 1as toxinas reportadas están dirigidas hacia canales de 

sodio. Existen seis toxinas de este alacrán secuenciadas totahncntc y cinco secuencias 

parciales reportadas en la literatura que afectan estos canales. Todas se han reconocido 

con10 toxinas de tipo Í): estas toxinas actúan sohrc el sitio 4 del canal y afectan su 

activación (Dcnt et al. 1980, Possani et al. 1981 a, Za1nudio et al. 1992, Vázqucz et al. 

1993; Valdivia el al. 1994. Sclisko el al 1996; García et al. 1997). 

J'odas las toxinas del veneno de C. noxiu,. reportadas hasta la fecha, se 

encuentran en la fracción F.II. obtenida n1cdiantc un pri111cr paso cro1natográfico de 

exclusión 111olccular. Esta fracción es la única que presenta efectos letales en 1na1níferos 
(Possani el al. 1981 a). 

La cro1natografia de esta fi-acción, en una colun1na <le intcrcatnhio iónico da con10 

resultado 14 suhfraccioncs, Je las cuales sólo las últi111as ocho 1nucstran actividad tóxica 

en ratones en concentraciones de 20 a 40 pg de proteína de cada fi acciún. por 20 g de 

ratón (Possani et al. 1981 a). 



La primera toxina de C. noxius totalmente secuenciada automáticamente fue 

llamada noxiustoxina (NTX). Esta toxina resultó ser la primer toxina de alacrán reportada 

contra canales de potasio. Está compuesta por 39 residuos y tres puentes disulfuro. La 

NTX es un componente de la fracción F.11.11 y presenta una actividad tóxica en dosis de 

400 µg por 20 g de ratón (Possani et al. 1982). 

Existen otras tres toxinas del veneno de C. noxius, caracterizadas 

bioquímica y funcionalmente, que bloquean canales de potasio. La Noxiustoxina 2 

(NTX2), eluye en la fracción F.ll.l lb y posee 38 residuos de aminoácidos con tres 

puentes disulfuro. Esta toxina registra un 61 % de identidad con NTX pero no es tóxica a 

ratones ni crustáceos. Sin embargo muestra una elevada afinidad hacia canales de 

insectos (Nieto et al. 1996). Las dos últimas fueron denominadas cobatoxina I y 2, entre 

ellas muestran un 84.4% de identidad y la cobatoxina I tiene un 33.3% de identidad con 

la NTX (Selisko et al. l 998 b ). 

Las toxinas contra canales de sodio del veneno de C. noxius se no1nbraron 

usando las iniciales del género y especie del alacrán seguido por un número. Este 

número está relacionado con la secuencia cronológica como fueron reportadas en la 

literatura. 

La Cn I fue el primer péptido tóxico dirigido hacia canales de sodio del veneno de 

C. noxius del que se resolvió su estructura prin1aria. Purificada de la fracción F.11. 14, la 

Cn I es una ~ toxina de 66 aminoácidos con 4 puentes disulfuro y se encuentra en una 

proporción de alrededor del 2% del veneno total soluble (Possani et al. 1985). 

Una de las toxinas que se encuentran en 1nayor cantidad y que n1ucstran un 

potente efecto !óxico es la Cn2. Esta loxina fue aislada en la fracción F.ll.9.2.2, se 

encuentra en un porcentaje de alrededor del 6.8% del veneno total y es la mejor 

conocida del veneno de C. noxius. La DL,o de la Cn2 por vía intrapcritoncal es de 0.25 

µg 1 20 g de ratón (Zamudio et al. 1992). 
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En la Cn2 se han enfocado varios estudios bioquímicos e inmunológicos, pues 

esta toxina se to1nó co1no 1nodelo para realizar cornparaciones estructurales con otras, 

tanto del 111is1no alacrán co1no de otras especies. Se ha logrado 111odelar su estructura 

bidimensional (Gurrola et al. 1994), y también han reportado la secuencia nucleotídica 

de cDNA responsable de la síntesis de la Cn2 (Vázquez et al. 1995). La solución de su 

estructura molecular por resonancia magnética nuclear (NMR) fue resuelta 

recientemente (Pintar et al. 1998). 

La tercer toxina de C. nox;us que actúa sobre canales de sodio fue no111brada 

Cn3. Tiene un alto porcentaje de homología con Cn2 pues la secuencia lineal reporta un 

79% de identidad. Esta toxina se aisló de la fracción F.11.9.2.3. La Cn3 tiene una DL50 

de 0.64 µg I 20 g de ratón por vía intraperitoneal (Zamudio et al. 1992). 

La toxina Cn4 es un péptido aislado de la fracción F.11.1 O. Esta compuesta por 66 

aminoácidos con cuatro puentes disulfuro y presenta un porcenta.ie de identidad del 

83% con la Cn2 (Vázquez et al. 1993). Esta fue la pnmcr toxina que se demostró su 

accción sobre canales de sodio (Carbone et al. 1982), bajo el nombre de toxina 11- l O. 

Una de las toxinas con ,nayor actividad contra artrópodos y n1~s cspccílican1cntc 

hacla crustúccos es la ('n5, Esta toxina se ubica dentro de la fracción C_'n F.IL5 y está 

co1npucsta por 66 residuos de a1ninoácidos con cuatro puentes disulfuro (García <'í al 

1997). La secuencia nuclcotídica que codifica para la toxina ta1nhién ha sido resucita 

(Becerril et al. 1993). 

Las de1nás toxinas reportadas de ('. noxhts dirigidas hacia canales de sodio de 

mmnilcros lí1eron aisladas de las fracciones 17.11.12.3, 17.11.13 3, F 11.13.4 y F.11.14.4: se 

denominaron Cn6, Cn7, Cn8 y Cn9 respectivamente. Todos estos péptidos tienen una 

elevada hon1ología con la Cn2. En particular C'n7 presenta una alta afinidad hacia 

canales de sodio. En ensayos de dcsplaza1nicnto en 1ncn1hranas de cerebro de rat[l la 

('n7 desplaza a la toxina y de 7)·tius scrru/atus, (una potente toxina de tipo [3), a tal 
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grado que se ha afirmado que la Cn7 es la toxina de mayor afinidad a canales de sodio 

de mamíferos del veneno de C. noxius (Valdivia et al. 1994). 

La última toxina del tipo ~ encontrada en el veneno de C. noxius, fue la llamada 

Cn l O. Esta muestra gran toxicidad en artrópodos. La Cn l O se encuentra ubicada en la 

fracción F.ll.5 del veneno de C. noxius. Esta toxina se modeló tridimensionalmente y 

co1nparada con una secuencia consenso de toxinas contra 1na1níferos, tiene un 53% de 

sitnilaridad y un 80% en co1nparación con la secuencia consenso de toxinas contra 

artrópodos (Selisko et al. 1996). 

Dentro de las toxinas de sodio es importante hacer notar que la Cn5 y Cn I O 

fueron cxan1ínadas en retos de toxicidad en ratones presentando una 1nuy baja 

capacidad tóxica, a pesar de tener un elevado porcentaje de similitud con la toxina Cn2 

(tabla !.). Aunado a esto, la Cn!O presentan un desplazamiento de la toxina Cn2 en 

ensayos de pegado a canales de cerebro de rata. Ambas toxinas fueron purificadas de la 

fracción F.ll.5. (Selisko et al. 1996, García et al. 1997). Por lo anterior, la F.ll.5 se 

constituye con10 un antígeno interesante para evaluar su capacidad inductora de una 

respuesta inrnunc cuyos anticuerpos podrían potenciahncnte reconocer de 1nanera 

crnzada, en función de la homología cstmctural tanto de la Cn5 y la Cn 1 O con la Cn2, 

los péptidos tóxicos para nunnífcros co1no ta 1nisn,a Cn2 y por tanto inducir protección y 

neutralización de los efectos tóxicos de ('n2 y del veneno total de C. noxh1s. 

En la tabla 1. se ,nuestra los no1nbrcs y las secuencia totales o parciales de las toxinas 

hasta ahora dcsciitas del veneno de C. noxius; adcrnás se indica el tipo de canal al cual 

afecta, que fracción del veneno contiene dichos péphdos y en que organis1nos presenta 

1nayor toxicidad 

lnmunogenicidad de las toxinas de alacrán. 

l .os pri111cros t1 :thnjos sobre la in1rn1nogcnicidad de los venenos de alacrún se 

enfr1caron en la generación de una respuesta itununc 1ncdíantc el uso de las toxinas 
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fabla l. To,ínas ai,;ladas y purlficads del \Cneno soluble deC.,w,·/11~ ordenadas de acuerdo al tipo de canal sobre el cual actúan y el tipo de organismo al que 
pre,cntan mayor afinidad. Se muestra la fraccion donde s~ ubica cada una de las secuencia de am111oac1dos y el porcentaJe de s1m1htud a las toxinas más 
irnportamc~ Jel \'eneno para canales de potasio o de ~odio 

Purificarla rle Toxinas contra canales de potasio Porcentaje de 

'ionibre la Fracción similitud a NTX 

,-rx F 11.l la iIIi'lV KC~S? KQCSK PCKSL ·tGSSA GAKCM NGKCK CYNN 100 

'-T\2 , 111 lb :'I IN'/ :::KCF,:'.... ':'SQC:·: :'PCKK A:GSL QSKCH NGKCK CYNG 61 

Cüba10,rna I F 11. 14 .;vc1rr RTCDK DCKRR GYRSG KCINN ACKCY PY 33.3 

c~,bJto,1na 2 r lf. 1 1 .,.;._c1r-:_ ?TCD?", ~C:;'SR K':.'RSG KC:t,~l ACKCY py 36.5 

To,inas contra canales de sodio de mamíferos Porcentaje de 
similtud a Cn2 

(nl r ll. 14 :<DGY1.. "JDAKG CK!NC '!'K~GK X:JYCN RECR~1 KHRGG SYGGY CYGFG CYCEG LSDST PTNPL TNKTC 53.8 

Cn2 ru92.2 KEGY~ YJKN':' GC?.YE C:.KLG D;.iDYC LRECK QQYGK GAGGY CYAFA CWCTH LYEQA IVWPL PNKRC S !00 

Cn3 F ll.9.2 3 KEGYL '/ELGT GCKYE C:'KLG D.'JDYC LRECK ARYGK GAGGY CYAFG CWCTQ LEQAV VWPLK NKTCR 78 

Cn4 F 11.1 O KEGYL 'Ji'.'11SYT GCKYE CFKLG DNDYC LRECK NNYGK GAGGY CYAFG CWCTT HLYEQAVVWPLKNKTCN 84.6 

Cn6 Ltl. l2 3 nd n.d. 

Cn7 f 11.13.3 :<:EG'!: '!NYH!) GCKYE CYKLG J:~uyc LRECK LRI/GK GAGGY CYAFA Ct•)CTH LYEQA 81.l 

( nS ¡· !l.! 3 4 ~:EGY: ·,,:,,-yyr;: GCKF'l·. Ci,KLG :J;i:JYC :.RECK ARYGK GAGGY CYAFG C\vCTHL YEQAV VWPLP K 80 3 

Cn9 F.11 14.4 :;:KCGY ?!QE::-l GCKY 57.1 

Toxinas con alta toxicidad hacia artnll?odo'i 

l n5 J· 11 5 :-:soy;:, ·,r.'lKST GCKYG CL;:.LG r'.~'lEGC UKECK KNQGG SYGYC VAFGC WCEGL PESTP PTYPL PNKSC s 58 2 

I n I O F JI 5 ;:scy:.. ·n·:KS':' GCK':tN c1r;:,G EXKNC ~HECK CKNQG SYGYC '{KLAC \•ICEGLPESTPTYPIGKTCRTK 51.5 
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1nás importantes del veneno en lo referente a la proporción en el 1nisrno o su toxicidad. 

Se realizaron ensayos utilizando como antígenos las fracciones tóxicas del 

veneno de C. noxius detoxificadas 1nediante polünerización con glutaraldehido. Los 

anticuerpos obtenidos fueron capaces de neutralizar los efectos de veneno y proteger, 

tanto en reto directo a ratones como con el uso del suero incubado con la fracción F.ll 

del veneno hasta SO DLso. Además estos anticuerpos mostraron reacción cruzada a 

venenos de alacranes del Género Centruroides sp. y ta1nbién sobre el veneno de 

7'. serrulatus (Possani et al. 1981 b). Efectos similares de inmunización con péptidos 

detoxificados y protección a venenos completos de alacranes venenosos han sido 

reportados para otras especies de alacranes como Androctonus australis Hector y 

Butuhus occitanus tunetanus (Kharrat et al 1996 a). 

El uso de péptidos sintéticos que correspondieran a fragmentos de las toxinas más 

potentes del veneno podría ser un antígeno lógico, que no produjera los efectos tóxicos 

al ser inyectados en los anin1ales y que a su vez estilnulara la producción de anticuerpos 

capaces de bloquear la actividad de la toxina. Los segmentos amino terminales de entre 

los 10 a los 27 pri1neros residuos a111inoácidos eran capaces de producir sueros 

ncutralizantcs ante la toxina Cn2, pero el reto directo a ratones previa1nentc 

in1nunizados con estos péptidos sintéticos generaban reacciones de scnsihi1ización 

(Caldcrón-J\randa ('/ al. 1995). En este sentido se ha propuesto que la sensibilización de 

los ratones in111u11i/ados con péptidos sintéticos distintos a los antígenos nativos puede 

estar relacionada con la IOrn1a co1no el antígeno es presentado a los linfocitos 1'; adc1nás 

estas características pueden variar dependiendo de las cepas de anin1ales utilizadas en la 

in111uni7nción ( l)oli111hck y Atnssi 1996). 

()tros trabajos se enrocaron en dclinir las secuencias n1ás conservadas de las 

toxinas y a partir de ellas clahorar péptidos $intéticos, valorando cuáles de éstos eran 

capaces de producir anticuerpos ncutralizantes de las toxinas 111ás potentes. Los 

resultados obtenidos indicaban que la fracción a111ino tenninal de las toxinas está 

fuerten1cnte involucrada con los procesos de neutralización de las toxinas co1npletas 
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(Granicr et al. 1989). El trabajo fue realizado utilizando los anticuerpos generados 

contra la toxina Aaf-1 11 procedente del alacrán A. a11rralis l!cctor. Los péptidos 

<.;Íntctizados a paiiir de la secuencia. arni110 tcnninal de AaH 11 111ostraban su cc1pacidad de 

induci, protección en conejos in1nunizados so111ctido:-. a reto directo. ª"'í co1no 

ncutrali7ación cuando fue usado el suero i111nunc (l)c\riux et al. J 9()()) 

I a111bién se ha reportado LJ.UC se induce neutralización y protección ;i.ntc el 

\,Cncno de A. a1,s·trali'I l lector utilizando sueros in1nuncs contra la .<..ccucncia total de la 

toxina J\c1J I II, obtenido:,, por síntesis quhnica en fase sólida. sustituyendo los residuos de 

c1stcína por ácido a-a1ninohutírico. Dicho péptido no presenta toxicidad en tYianiítCros. 

n1\cntras que los anin\a\cs inn1unizados con él 1110.straron protección, hasta por seis tncscs. 

haciendo retos con dosis de 8 \ cccs la DL'io (Zcnouaki et al J 997), 

J>nr otro lado. la generación de ant1cucrpns n1nnoclo11alcs hacia tO\.ina'­

constituyc co1110 una in,portantc herran1icnta para et trata1111cnto de cn,cncn«n,icnto 

(lsaacs et ni. 1996). Sin c1nbargo la ohtcnción de anticuerpos rnonoclonalcs contra 

to"Xinas C.'-pccíricas del \l'llCIH) de alacranes se con1plica debido a ~us erectos IÓ\.1Co~ FI 

uso de con.1ugc1<.los o ncarrcadores de toxinas con10 tíioglohulina ha pcr111111do In 

obtc11c1ó11 de algunos anticucropos 1nonoclonalcs ( 7,a111ud10 ('f al. \992) l)c esta forn1a 

se aisk) 1...'l B( ·i:2. un ant1cuetpo capa; de ncutrali7ar 32 1)1 'i(1 de ('112 con un n1iligra111n 

<.k' ~111t1cucrpo purilicado y 2X 1)1 'iodl'I \l'!ll'IIO soluble de(' n1n11n (l.1cl·;i. ('f al. !()()()). 

·1a111bil-11 SL' ha Il'portadt) que el suero nnt1 ('112 es capaz de 1cco11()Cl'J otras toxinas que 

pL~r te1K'cc11 ,1 distintas suhcspccies de alacrnnes co1no ('. !in1¡>id11\ /11n¡¡id11,·. (' Ji1111>1(/i1., 

oc·ar!un<'''t'-. ('. ln11¡1hfus 1cco111anus t('ahk:rón-;\randa t'f uf. \l)l))). \'\ 23('6 e~ 0\10 

an\icucrpn 1nonoclonal inducido por la in111u11i;,ación de pép1ido" ..;intl·ticos llt) tÚ\.icos 

si1nil,1rcs a la to'<ina J\al 1 11 (Zcnouaki et o/ 1997). un n1i!igran1n <k' lg(l ncutral1;;1 200 

1)1 , 11 de ,\;11111 (De,au, <"! al. 1'!97). 

l a1nhién :-,e han u\i\i;ad(, con,o antígeno-::. flaccionl'~ no ¡C,x1ca, a n\s1nllrcro" 

pn:scnll':-. L'll l'I \'L'llL'llO de di'-tintns alacranes pnr;1 nbtcner anticuerpo~ neutral11antcs. 

Ln L''-IC :-.v11t1do !a pro\l'Ína ll:1111;1da l'sN'J\P es 1111 pl-ptido Jl() lt.)\ico L'll 1atn1ll''- :• l'ue 
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purificado del veneno del alacrán T. serrulatus (Chávez-Olórtegui et al. 1996), fue 

utilizado para la in1nunización de ratones, reportando protección in vivo, durante 130 

días, ante el reto con I O DLso de veneno total de T. serrulatus (Moreira-FetTereira et al. 

1998). De hecho ha sido reportado que los anticuerpos generados por la TsNTxP son 

capaces de neutralizar el veneno soluble de T. serrulatus (un mililitro de suero de conejo 

es capaz de bloquear la acción de 20 DLso) y muestra una ligera reacción cruzada con 

los venenos de otras especies del Género (Chávez-Olórtegui et al. 1997). 

Por últi1110, las toxinas rcco1nbinantes que 1nuestran efectos tóxicos sobre insectos 

se han etnpleado para levantar una repuesta intnune protectora y neutralizante en 

1na1níferos. La toxina Bot XIV del veneno del alacrán B. occitanus tu11etanus 1nuestra 

alta toxicidad hacia insectos y en ensayo en ratones por vía intracerebroventricular no 

1nuestra toxicidad. Los anticuerpos obtenidos mediante la inmunización con la toxina 

recombinante unida con dos proteínas de fusión induce protección en ratones hacia los 

componentes altamente tóxicos de este veneno; l 50 µl de suero inmune neutraliza 60 

DL50 con un 83% de sobrcvida y muestra neutralización del 100% del veneno en dosis 

40 DLso (Bouhaouala-Zahar et al. 1996). 

Todos los trabajos arriba mencionados han aportado en diferente medida datos 

i111portantcs para la búsqueda, elaboración y uso de péptidos no tóxicos con sin,ilitud a 

las toxinas 111ús i1nportantes de los venenos de alacranes peligrosos. El uso de estos 

péptidos en la gc1H.::rnción de nntisueros ncutralizantcs o con capacidad protectora ante 

venenos de alacranes es el fin principal de las investigaciones in111111unológicas de las 

toxinas de alacranes. 

('01110 antcrionncntc se 1ncnciona el c111plcar toxinas en la inducción de una 

respuesta in111unc presenta dificultades pues es necesario cle111inar sus efectos dañinos. Si 

se desea utilizarlos en hu111anos, con10 posibles vacunas, es necesario co1nprohar que los 

antígeno~ us.ados :-:.can con1plctatncntc inofensivos para el individuo~ que la respuesta 

inn,uoc generada por éste sea eficiente en la neutralización del veneno y que adc1nás se 

1nantcnga por tic1npos ra7onahlcs. El uso de péptidos con haja toxicidad a n\atnifcros o la 
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síntesis de fragmentos no tóxicos de las principales toxinas del veneno han dando 

1ncjorcs resultados; aunque se han reportado también fenón1enos de sensiblización al 

veneno o la toxina usada co1no antígeno. 

l,e1 intención de esta tesis se enca1nina al estudio in1nuno1ógico de una fracción 

del veneno de C. noxius (la Cn F.11.5) para evaluar su capacidad de generar anticuerpos 

que n1uestren reacción cruzada, neutralización y protección contra Cn2 y el veneno 

total del este alacrán. Co1no previa1nente se rnencionó en este trabajo la peculiaridad 

111ostradn por la Cn F.II.5 al contener toxinas con baja toxicidad en 1na1níferos y alta 

similitud a Cn2. Con este fin se han planteado los siguientes objetivos. 



OBJETIVOS 

Objetivo General. 

Estudiar la capacidad inmunogénica de la fracción Cn F.11.5 y evaluar la 

capacidad protectora y ncutralizantcdc suero anti ('n F.11 5 contrn la 

toxina Cn2 y el Ycncno total de C. noxius. 

Objetivos específicos. 

l) Purificar la Cn f .!l.5 por cron1atografia de exclusión 1nolccular e 

intcrcatnbio iónico. 

2) ()btcncr las secuencias de an1inoácidos de los co111poncntcs de la 

Cn F.11.5 purificados por CLAR. 

3) l)cll·rn1inar J;i to"Xicidad de !;1 ('111.11.5 hacía 111:unífl'.'ros ! c1u<.;1.ícL'O'-. 

4) J:valuar la capacidad 1111nunogénica de la (. 'n F. J J 5 en ratt)JlCs y conejos. 

)) l·\aluar la capac11..h1d protectora 111 ,·i,·o. contra e! ,cncnt, lt,tnl y la lo:-:ína 

( 'n2 en ratones. de los anticuerpos anti ('n F.IL5 u1<.luc1dos en tatún. 

h) 1:Valuar la capacidad ncutrali;:antc in 1·1tro contra la ('n2 di:! -,ucro 111111unc 

di: conejo inducido con l;1 f'racción ('11 F.11.) 



Material y Métodos. 

Todos los reactivos químicos utilizados en este trabajo fueron de pureza grado 

analítico y obtenidos en las co1npafiias cnlistadas en las publicaciones anteriores del 

laboratorio. (Calderón-Aranda et al. 1998, Calderón-Aranada et al. 1995, Zamudio et al. 

1992, Selisko et al. 1996, Vázquez et al. 1995). 

Obtención del veneno. 

El veneno del alacrán C. noxius se obtuvo en el laboratorio 1nediante 

. esti1nulación eléctrica del tclson de alacranes vivos y fue ahnacenado en congelación a 

-20 oc. Posteriormente se recuperó en agua tetradestilada y se centrifugó durante I O 

minutos. El veneno soluble fue resuspendido, liofilizado y almacenado nuevamente a 

~20 oc hasta su uso. 

Purificación de la fracción Cn F.11.5. 

Se separó el veneno soluble 1nediantc una cro1natografia de exclusión 1nolccular 

en una columna ( 170 x 2.5 cm) con Sephadcx G-50 medio, usando una solución de 

acetato de amonio 20 mM pll 4. 7 como amortiguador y un flujo de 12 mi por hora. De 

este 111odo se obtuvieron cuatro fracciones en base a las diferencias de peso 1nolccular. 

La fracción 11 fue procesada 111cdiantc una segunda cro1natograf1a de intcrca111bio iónico 

en una columna (27 x 0.9 cm), usando resina de Carhoximctilcelulosa 32, y como 

eluycnte se utilizó un an1ortiguador de acetato de a1nonio 20 1nM pH 4.7 con un 

gradiente salino de O a 0.5 M. En este proceso fueron ohtcnidas 14 fracciones de entre 

las cuales se encuentra la Cn F.11.5. 

Cuantificación de la proteína en solución. 

FI contenido de proteína en solución fue csti1nado 1ncc.liantc la lectura de la 



densidad óptica a 280 nm de longitud de onda en un espectrofotómero Beckman DU-

50, asumiendo que cada unidad es igual a un miligramo de proteína por mililitro de 

solución. en una cubeta de I cm de paso óptico. 

Diálisis de la fracción Cn F.11.5. 

La fracción Cn F.!1.5 fue sometida a diálisis haciendo cuatro cambios de un litro 

de agua hidestilada cada 15 minutos usando membranas de diálisis marca Spectra/Por 3 

Molecular Weight Cut off 3,500, con el fin de eliminar las sales presentes en la fracción. 

Purificación de las subfracciones de la Fracción Cn F.11.5. 

La purificación de la fracción Cn F.II.5 se realizó por cromatogratia líquida de alta 

resolución (CLAR). usando como amortiguador A (ácido trifluoroacético al 0.12 % en 

agua tetradestilada) y como amortiguador B (ácido trifluoroacético al 0.1 % en 

acetonitrilo). Se inyectó la fracción Cn F.ll.5 en una columna C4 semipreparativa de fase 

reversa y se utilizó un programa con un gradiente lineal de O a 60% de am01iiguador B 

en 60 minutos, con un flujo constante de bombeo de 2 mi I min, utilizando un equipo de 

CLJ\R Watcrs modelo 600E con detector de longitud variable uv/visihle. 

('nda uno de los con1poncntcs obtenidos de la cro111atogral1a por C'LJ\R en la 

colu1nna C'.,i. sc1niprcparativa fue nucva1ncntc purificados en una colu1nna ('¡g nnalítica 

de f~1sc reversa con un progra111a idéntico de O a 60o/ii de atnortiguador B en 60 1ninutos 

y un !lujo constante de hon1hco de 1 1111 / 111in. El con1poncntc 1nás abundante de cada 

rcpuriticnción fue sclcccionac.lo y cuantificado el contenido de proteína en solución 

acuosa. ( 'ada uno de estos co111poncntcs fueron desecados en vacío y ahnaccnados a-

200(~ hastn su uso. 

Secuenciación de los péptidos. 

Se usaron al n1cnns lS ~lg de cada co1nponcntc puriti.c,tdo <le la Fracción 

('n F.11.5 para realizar la secuencia de an1inoácidos usando la técnica de Edn1an. en un 



secuenciador automático Millipore/Biosearch modelo 6400/6600. La muestra se 

resuspendió en agua tetradestilada 15 µ! y se aplicó en una membrana CD inmmobilon 

(Milllipore); se operó el secuenciador para la la obtención de 25 ciclos y cuando la 

muestra lo permitió se repetió el programa con el fin de identificar el mayor número 

posible de residuos. 

Inmunización. 

Los anitnalcs utilizados en la in1nunización, en los retos de toxicidad y 

neutralización fueron producidos y 1nantenidos en condiciones óptilnas, (agua, alimento 

especial para ani1nales de laboratorio y aserrín esterilizados; los ratones se manejaron en 

cajas de acrílico conteniendo 6 animales por caja), en el bioterio del Instituto de 

Biotecnología de la UNJ\M. 

Para la in1nunización se utilizaron 56 ratones hembra Mus muscu/us, de la cepa 

CD 1, de cuatro semanas de edad. El programa de inmunización se puede observar en la 

tabla 2a, con el objeto de realizar el reto directo una vez terminado el protocolo de 

inn1unización. 

Antes de iniciar la inmunización de los ratones se extrajo 100 µl de sangre a cada 

uno., nlcdiantc una pcquciia incisión del cxtrc1110 de la cola: del grupo de 36 ratones se 

obtuvieron cerca de 3.5 111! de sangre <le los cuales se separó el suero para ser usado 

con10 control. ('ada uno de los dos sangrados hipcrin111uncs fueron realizados de la 

1nis111a fonna. 

Se utilizó también un conejo hembra Sylvilagus Jloridan11s. Nueva Zelanda de 

2.5 kg de peso y se desarrolló un progra1nrt de in,nunización 111uy sitnilar (tabla 2h) 

destinado a la obtención de suero anti Cn F. ll.5 de conejo para realizar el reto indirecto. 

El suero prcinrnunc. de conejo fue obtenido n1c<.Hantc el sangrado de 5 ,nl de la 

oreja del ani111al. El segundo sangrado. posterior a la :,;cgunda i111nunización, tan1bién fue 

de 5 tn1. En el ú1ti1no sangrado, posterior a la cuatia inrnunización, a se extrajo el volun1cn 
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a) Día 1. Sangrado preinmune. * 
lnmuniLación del grupo control con una emulsión de ACF+PBS.** 

Inmunización del grupo experimental con una einulsión de 1.44 µg de Cn 
F.Il.5+ACF+PJ3S I ratón.** 

Día 15. Reinmunt7ación del grupo control con una einuls1ón de AIF+PBS.** 

Reinmunización del grupo experimental con una emulsión de 0.55 µg de Cn 
F.Il.5+AIF+PBS i ratón.** 

Día 30. Reirunumzación del gtu¡x> control con una en1ulsión de AIF+PBS.** 

Reinmunización del grupo experllnental con una emulsión de 0.55 µg de Cn 
F.IJ.5+AIF+PBS I ratón.** 

Día 39. Primer sangrado hiperinmune.* 
Dia 54. Reinmunización del gruJX) control con una emulsión de AIF+PBS.** 

Re-inmunización del grupo experimenta\ con una ern11lsión de0.55 µg de Cn 
FJl.5+AIF+PBS I ratón.** 

Día 69. Rcinn1unización del grupo control con una emulsión de AIF+PBS. ** 

Reinmunización del grupo e:,:penmcntal con una emulsión de 0.55 µg de C'n 
F.ll.5+AJF+PBS I ratón.** 

Día 78. Segundo sangrado hiperinnnme*. 
Día 94. Reto directo con DL50 de veneno total C.110:r:ius y Cn2. 

b) Día l. Sangrado preinmune.*** 

lnmunización con 200 µg de Cn F.H.5+ACF+PBS. 

Día 15. Reirununización con 100 µg de Cn F.11.S+AIF+PBS. 

Dia 30. Reinmunización con 100 µg de Cn FJl.5+A1F+PBS. 
Día 39. Primer sangrado hiperinmune.*** 

D,a 54. Rcinmunización con 100 µg de Cn F.11.5 ..... AIF+PBS. 

Día 69. Rcirnnunización con 100 µg deCn F.Jf.5.,-AIF+PBS. 
Día 78. Segundo sangrado hipcñnmune.**** ' 

ACF (adjuva.nte completo de Freund): PBS (b11ffer salino de fosfatost A'if ~adjuvante inco1np1eto 
de Frcund): *(alrededor de l mi por animal): **(cada ratón fue inmunizado con !(X) µI de 
emulsión):"*** (5 mi); *""**(sangrado a blanco). 

total de sangre del conejo (sangrado a blanco). 

Se utilizaron veinte ratones con10 grupo control, innn1nizados con 100 pi de una 

c111ulsió11 de adyuvante co,nplcto d\.':: Frcund (ACF) y a1nortiguador salino de fosfatos 

(PBS) en proporción 1: l (v/v) por vía suhcutánca: con cuatr() rein1nunizacioncs 

subsecuentes con adyuvante incompleto de de Freund (i\lF) y PBS con proporción 1:1 

(v/v). Para la in1nunizaciún de 35 ratones con la fracción ('n F.11.5, ésta se resuspcndió 

en agua bidcstilada. F11 la pri1ncra i11nn111i7.ación se hizo una c111ulsió11 que contenía: 1.44 

,1g de la fracción Cn F.ll.S por rntón. i\(T y PBS en rclaeiól\ 1: \ (v/v). Cada ratón fue 

inyectado con 100 µ 1 de esta en1ulsión por vía subcutánea. En las siguientes 

rci111nunir~1ciones se inyectaron 100 ~d de c1nulsión. (0.55 pg de la fracción por ratón, 

i\lF y l'llS 1: 1 (v/v)). 



En el conejo se usaron en la primera inmunización 200 µg de Cn F .11.5, 500 µ 1 de 

ACF y el resto en PBS para obtener I mi de volumen. Para las posteriores 

reinmunizacioncs se utilizó 100 µg de la fracción, 500 µ! de AIF y PBS hasta obtener 

I mi de volumen total. Se cmulsificó la mezcla y se administró por vía subcutánea. 

Evaluación de la toxicidad de la fracción Cn F.11.5 . 

La toxicidad de la fracción Cn F.11.5 contra mamíferos se realizó en ratones de la 

cepa CD 1, de entre 20 y 25 g de peso; inyectando por vía intraperitoneal diferentes 

cantidades de proteína total de la fracción Cn F.ll.5. (entre 50 y 500 µg), ajustadas a un 

volumen final <le 200 µ 1 de PBS. Los ratones inyectados fueron mantenidos en 

observación durante las siguientes 24 horas, evaluando la toxicidad de la dosis al 

presentar los síntotnas característicos (excitabilidad, irritabilidad, piloerección, sialorrea, 

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

La toxicidad en crústaccos se realizaron en cochinillas Armadillum vulgare. Se 

utilizaron dosis <le 2.5 a 7 µg de la fracción total Cn F.II.5 por cada !00 mg de peso, con 

volumen final de 5 µ! de agua bidcstilada, aplicando la microinyección en el último 

scg1ncnto del cuerpo por la región ventral. Una vez inyectadas las cochinillas se 

111antuvicron en observación por 24 horas y se registró la toxicidad (parálisis flácida o 

cspás1nica, discordancia 111otora al 1nostrar movicntos circulares y lentos) o lcta1idad de la 

dosis al cuhninar el ticn1po. 

Evaluación de la capacidad protectora y neutralizante de los anticuerpos 
anti Cn F.11.5. 

Reto directo ( protección in vivo). 

Se retaron tanto los ratones in111unizados con la fracción ('n F.11.5 co1no los 
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inmunizados con adyuvante de Freund (control) administrando una DL;o del veneno, 

total (5 µg/ 20 g ratón) o una DLso de Cn2 (0.25 µg/ 20 g de ratón), por vía 

intraperitoneal. evaluando la sobrevida de los grupos 24 horas después de la 

adn1inistración del veneno. 

Reto en terceros (neutralización in vitro). 

Prira ello se 1nczclaron distintas cantidades de suero de conejo anti Cn F.II.5 (50, 

100, y 200 µ!), con una ó 1.5 DL5o de Cn2 por espacio de una hora en agitación 

constante a temperatura a111bicnte. Posterionnente las mezclas, con un volu1nen final de 

200 µ!, fueron administradas en ratones CDl por vía intraperitoneaL evaluando la 

sobrevida a las 24 horas. 

Titulación y reactividad cruzada de sueros anti Cn F.11.5. 

La titulación de anticuerpos de los sueros anti Cn F.ll.5 y la reactividad cruzada, 

se realizaron mediante ensayo inmunológico ligado a enzima (ELISA). usando placas de 

vinil (Costar). Las pruebas de titulación de anticuerpos se realizaron por duplicado 

pegando a los pozos 50 µ 1 de una solución que con tenia: an101iiguador de carbonatos 

de sodio 0.1 M pH 9.5 . la fracción Cn F.11.5, la Cn2 o el veneno total de C. 11oxi11s en 

concentraciones 5 pghnl, durante 2 hr a tc,npcratura a1nbicntc. Postcrionncntc los pozos 

fueron bloqueados con una solución de PBS y BSA al 3°;~) (v/v) durante I hr a 36 O(' y 

se agregaron los sueros anti ('n F.11.5 y el suero prcinn1unc tanto de conejo con10 111urino 

en diluciones dobles seriadas utilizando un a1nortiguador de PBS BSJ\ 3'~/o y PBS l\vecn 

20 al 1 (X, en proporción 1: 1 (v/v) por I hr a 36 oc. El segundo anticuerpo utilizndo fue 

anticuerpo de cabra anti lg(I, de conejo o de ratón según e\ caso, conjugado con ta 

enzi111a pcroxidasa, se uso en dilución 1/3000 con el an1ortiguador antes 1nencionado 

durante 2 hr a 360( . E\ revelado se efectuó añadiendo orto-fcni\-dia1nina 5 1ng!tn1 y 

11202 0.4 µ!/mi como sustrnto en amortiguador de fosfatos 5 mM pi 1 7.3 y deteniendo la 

reacción con 11('1 6 N cuando el control positivo coloreaba ;idccuada111cntc. 

Postcrionncntc al revelado se efectuó la lectura de la densidad óptica a 492 11111 de 
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longitud de onda en un espectrofotómetro marca 810-RAD modelo 2550 EIA Reader. 

Entre cada paso. las placas fueron lavadas con solución de lavado de PBS- Tween 20 

1 % en seis ocacioncs. 

Los ensayos de reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal BCF2 y del suero 

hiperinmune anti Cn F.Tl.5 de conejo se realizaron uniendo cada uno de los 

componentes purificados de la fracción de la Cn F.TT.5 y la Cn2 (3 µg/ml), agregando 

50 µl por pozo, se saturó la placa con BSA 3% (v/v) y se agregó el anticuerpo 

monoclonal o el anti suero contra la fracción en concentraciones de 12 µg/ml y 1: 100 

(v/v) respectivamente, se reveló nuevamente con anticuerpos de cabra anti IgG ligado a 

la enzima pcroxidasa en dilución 113000 y se reveló con orto-fenil-diamina y H202 como 

sustrato. Los a1nortiguadores así con10 el lavado y la lectura fueron realizados las 111is1nas 

espcci ficaciones arriba 1nencionadas. 
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Resultados. 

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser divididos en dos partes: 

una pri1ncra referente a la purificación y obtención de las secuencias parciales de los 

co1nponcntcs de la fracción Cn F.11.5 y la segunda enfocada a la caracterización 

in1nunogénica de ésta. 

A. Separación y Caracterización Química. 

Dentro de la pa11e bioquímica se logró separar eficientemente la fracción 

Cn F.11.5 111ediante dos pasos crotnatográficos consecutivos; El pri1ncr paso se basa 

en las diferencias de 1nasa 1nolccular entre los distintos co1nponcntes del veneno: 

obteniendo cuatro fracciones bien definidas: F.!, F.!L F.lll y F.!V: de éstas la F ll 

contiene el 80 % del, eneno totaL la fracción F.!11 representa el 10.8 %. la F.IV el 

7.5 'X1 y la f'.1 con sólo el 5o/o de proteína que constituye la fracción 111inoritaria 

(Fig. 4). 

c·on la fracción F.IL tóxica a ratones, se procedió a realizar una nuc\a 

cro1natogrrifla basada en las diferencias de la carga neta de cada una de las toxinas 

presentes en la fracción. usando una resina capaz de retener las p;1rtículas car~adas 

(Fig . .5). l)cspués de cargar la F.11 en ltt colu1nua se eli1ninan los elen1entos qul~ no se 

unieron a la resina dejando correr 10 1111 de an1ortiguador y postcrionncntc se inició 

un gr;H.licntc lineal de Na('\ de O a 0.5 M, lo que pcn,,itió la salida paulatina de las 

distintas fracc1oncs de acuerdo a la 111agnitud <le sus cargas. El 1csultado de esta 

cro111atografía de intcrca1nhio iónico 1nucstra 14 suhfracciones, f.11.1 a F.II.14. 

La (ºn F.11.5 constituye el 14.3'X1 de la proteína total de la flacción l·.11. sólo 

ahajo de las fracciones F.11.9 con el 24 1Yo y la F.11.8 que representa el 15.7<~(i: la 

fracción F.11.6 representa al 9.t<Yo, la F.11.4 tiene un ú.9°A1 y la F.111 registra 4.7<\1¡1, 

1nient1,1s que el resto de las li·ncciones representaron po1cl'ntajes n1cnorcs al 4°;. del 

total de la proteína aplicada 
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Fig 4. Cron1atog1afia del veneno soluble de C 110_\/lf\' En una columna de 2 5 x 170 cm de Sephadex G-50, 

medio. cqui\ihiadn con O 02 M de acetato de amonio. pH 4.7 fue carg..ida con 6.3 n1I de veneno sotuhlc 

conteniendo 500 mg de ptotcina leída a 280 nm y eluido con el mismo amortiguador con un ílu10 de 50 

1111/hr. se colccta1on pn1 scpa1:1dn :1licoto" de 2.5 mi. 

La n·acción C'n F.11.5 fue separada y dializada con el objeto de cli111inar las 

sales que cluycn de la colu11111a de intcrca1nbio iónico junto con las fracciones 

proteicas. Una vez clinlinados los residuos salinos. la fracción Cn F.ll.5 fue 

liolilizada y altnaccnada a 20 oc hasta su uso. 

La separación de los componentes de la C:n F.11.5 se realizó por C:LAR . En 

esta nueva etapa se inyectó 1 1ng de la fracción Cn F.11.5 en 170 µI usando una 

colu1nna scnltprcparativa de alta presión ('4, a un flujo constante de 2 1111 por 

111inuto. La ligura 6 n1uestra el cro1natogra1na obtenido de una corrida de la ('n 

F.11.5, leida a 2]11 rnn de longitud. y usando un programa lineal de O a 611% de 

a111ortiguc1dor B en una colu111na C'4 de fase reversa. 
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hg 5 ( 1,,matog1;:ifia de mtercamb10 ionico la fracción II del ;cncno de C 11011111. Una c0lumna de cn1b1..1,1-

mc1il-cdu!nsa 32 (0.9 x 27nn) cqrnlrb1,1da con O 02 rvl de acctatt, de nn111nu1. r!I 4-:' !uc c.ngada nin 9) mg 

de la frac<:ton en pc,(J seco, en 17 ml de soluet<'1n Se nplicó un g.rad1cntt' tmc,d n,n 240 mi de an1t11t1guaJpt 

de acc1a(n de amomo que contcma 0.5 M de NaCL m11.:im1do a Jo, 10 mi de duc1,in y ,11 lina[ del grnd1c11tc In 

ct1!umna .,e ]a\'() e(1n una -.;,1luc10n I t-.1 de Na('l en ;imnrt1guador de ncctato de am0111<, 1 a, fraccinnc<: li.terPn 

nikcl.:Hla-.; en alicol.i<: de i 5 mi pnr <:cpatadn con un lluj(, con~r;m!c de JOml hr. ('ad,i u1h, de los nl1mc10-.; 

c11nl'"Jl(111,kn .1l nu111t'10 ck !iacdún rt•cupcwda p(1r~cpnrndo 

Se pueden distinguir 24 con1poncntes distintos que fueron colectados por 

separado. ('ada uno de estos fue dcno111ina<lo en hase a los nú1ncros utilizados 

prcvic1n1cnte para los péptidos principales de la fracción. Por ejc1nplo, la l'n5 en la 

fi·acci(l11 corresponde al nún1ero 21 y a la (~n\O le corresponde el nún1cro 19. l,os 

co1npone11tcs 111inorítarios (péptidos presentes en n1cnos del 3.)'~~1 del total de la 

f'racciún) rucron dcnotninados con el nún1cro del péptido n1ayo1 inn1cdiato anterior 

seguido por un punto y una nueva nurneración, así por cj('1nplo entre los 

co1nponc11tcs n1ayoritarios 20 y ('n5 hay dos co1nponcntcs 1ncnorcs dcno1ninados 

211.1 y 20.2. 
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F1g. 6 Crmnatog1afia por I-IPLC de la fracción II.5 del veneno de C. noxiu~. Una columna C4 sen11preparat1va 

de fase reversa. Se aplicó I mg de la fracción leida por absorbancia a 280 nm en 170 µI El cromatograma fue 

realizado en base a lecturas de 230 run a.17.1. b.17.2, c.17.3, d.17.4. c.17.5. f.17.6, g.17.7, h 17 8. t.17 9, 

j.18. kCn 10. l. \9. \. m 20. n.20.1, n 20 2, p.CnS, q.22, r.22 l, s 23. t 23 l, u 24, v.24 l. v..24.2. y.25) 

Una nueva cro111atografía por CLAR se realizó para cada uno de los 

co1nponcntcs que se obtuvieron de la Cn F.II.5, utilizando para ello una colu1nna 

Cu~ de fase reversa, esto con la finalidad de asegurar la pureza de los co1nponcntcs. 

Estos péptidos fueron utilizados para la obtención de la secuencia anin10 tenninal 

usando el secuenciador auto1nático de a,ninoácidos, de cada una de las 

subli·acciones que 110 habían sido secuenciadas antcriorn1cntc. En la tabla 3 se 

n1uestra la secuencias totales o parciales del cxtrcn10 a,nino tcnninal a carhoxilo 

terminal de cada uno de los 19 componentes de la fracción Cn.r.11.5 que se 

lograron secuenciar satisfactoria1nc11tc. La lin1itantc principal para la sccucnciación 

de los péptidos fue la baja cantidad de proteína pura ohtcnida. 
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Libia 3. Secuencias completas o parciale~ de los pepudos componentes de la fiacc1ón Cn F.11.5 del veneno del alacran C 11nr111s del extremo animo tennina[ al 
~arbo,1k• iennma! 

num 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 

]7.2 V':':::X:-< ZTSPQ QLSKP XAA.FG IXAGG l<XING ·KXK 

17 -1 \'FD!K :'\ 

!7 5 r::;:vx DX'I'?X KEXDA PDKA 

17 7 VAGYX :::o 

17 8 VDKLS ::GKGH STLYG i<SINN 

17 9 JYKLE 

1, i<DGYP LAXNG 

Cn!O J<:::GY:, VNKST GCKYN CL!LG ENKNC DMECK AKNQG GSYGY CYKLA CWCEG LPEST PTYPI GKTCR TK 

19 1 :\EGYL VKKNG GXXYN XGLGE 

20 .:i..RDGY ?VDEK GXKL 

20 1 KX.DYP 

20 1 :.ZGXK:.., SXLIN :)KXGN 

Cn5 1EGY'.., IJNKST GCKYG c:.1:,0 KNEGC UKECK KNQGG SYGYC YAFGC !rJCEGL PESTP PTYPL PNKSC s 
21 1 KEGYL 1.r:-n<XT GXKYG XLLLG GKNQ 

21 í<EGY!... VNKST GLKYG LLLGX NQG 
,, _, :<DGY? CGRTQ STVPP ZFDN 

24 A.RCGY :.,VDKE GXKLF XYINN K 

!4.! :".RDGY :.NDKE GXKLF Y.Vlt-.'N 

25 ?XDGY VNTSD :'.'IYSLP SXYSN XXi'JR 
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B. Ensayos Biológicos. 

Para evaluar la capacidad tóxica y especificidad hacia 1na1nífcros y 

artrópodos de los péptidos purificados se realizaron ensayos de toxicidad, adc1nás 

de generar anticuerpos policlonales en conejo y ratón para evaluar su capacidad 

protectora y ncutralizante. 

Los ensayos de toxicidad en mamíferos mostraron que a partir de la 

administración de 500 ¡1g por 20 g de ratón de la fracción Cn F.ll.5, ésta era letal, 

pues uno de los cuatro ratones 1nurió y dos de ellos 1nostraron síntotnas de 

toxicidad (tabla 4a). Como controles fueron utilizados 2 grupos de 4 ratones, de los 

cuales el primero fue inyectado con 200 µ! de PBS y el otro grupo se inyectó con 

el amortiguador utilizado para la purificación de la Cn F.11.5 (5 mi de acetato de 

amonio 20 mM). Esta solución fue liofilizada y resuspendida en un mililitro de 

agua, se tomaron 170 µ! de ella y 30 µ! de PBS, para comprobar que los residuos 

generados por el amortiguador después de haber sido liofilizada la fracción no 

estuvieran involucrados en la toxicidad de la fracción Cn F.11.5; En a1nbos casos el 

porcentaje de sohrcvida fue del 100% y no se presentaron síntomas de toxicidad. 

En crustúccos J¿1 cantidad 1níni1na en In cual se observó efectos tóxicos inició 

a los 3 µg por cada 100 1ng de peso de Ar111adi!lun1 \111!,r~are. rcgistrandose una 

sobrevida de 4 cochínillas de un total de 6 inyectadas, esto es un 66.7'Yci de 

sobrevída, mientras que aplicando 6 y 6.5 µg la sohrevida fue menor (33.7%) y con 

7 ¡tg por cada 100 mg de peso se observó 0% de sohrcvida (tabla 4.b). 

Evaluación de la capacidad lnmunogénica de la fracción Cn F.11.5. 

La tilulaclón de los sueros, por EIJSA, tanto de \os ratones corno del conejo 

111ostraron una buena repuesta de anticuerpos después de la segunda in111uni7ación 

(Fíg. 7a y de crnwjo Fig. 7b). El suero de conejo mostró un valor a 492 nm de 0.75 
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Tabla 4. Toxicidad d~ 1~ fracci?n Cn F.11.5 del \eneno de:! alacrán C 110,·ius A) en ratones hembra 
de la ~el:'a COI por ,,a mtrapentoneal B) en cochm1llasA1111ad1!!11m ndgare por micr0in;ecc16n 
en el ultimo sq,'!nento del cuerpo 

A) 

Número de ratone~ µg de toxinas I 20g• s~,hre, ida·, 

de peso de ratón 

2 so 22 

2 100 2 '2 

2 250 212 

4 500 3,4 

2 :WO µl PBS 2'2 

2 residuos de 5ml de 2 2 
acetato de amomo 

B) 

!\lúmcro de.1 n1!garc µg de to\.masll 00 mg, Sobre\ 1dao 

de peso de A. \71/gare 

6 o 66 

6 25 6,6 

6 3 4'6 

6 6 2/6 

6 6,5 ,,, 
6 7 0'6 

a En wdos k•s ca~os el \'O]umcn de aplicación fue de 200 µ! aJ~st.:ido c0n PBS. 

b La :-obre \'ida fue leida a fas 24 horas de la inoculación de los ammalc5 

C E! , o lumen de moculación final se ajusto a 5 µL 

PorccntaJc de 
Sobre, ida 

100 

100 

100 

75 

100 

100 

l'orccntaje de 
sobn::\ ida 

100 

100 

{,6 7 

33.3 

33 3 

o 

unidades en diluciones de 1 :6400 (vlv) a la fracción Cn LIL5 y en (U al veneno 

total de('. nor;us en diluciones de 1:3200 (v/v). Estos \;dores rcp1ese11tan el 50'!·1, 

del 1nfixi1no valor de absorbancia obtenido. El suero 11n1rino 1nostro valores de 

rccnnocinncnto inayorcs conira \a fracción ('n f.H.5 y el veneno total. co1r1parado 

con el suero de conejo. teniendo lccturns de 1.0 en diluciones de 1 6400 para la 

fracción ('n F.11.5 y 0.8 unidades en diluciones <le 1 :3200 al probar con el veneno 

total de('. noxius. La rcact1v1dad del suero anti c:n F.Il.5 de ratón 1nuestra una baja 

respuesta hacin la ('n2 al registrar una lctura de sólo 0.25 unidades en diluciones de 

1: 100 y en suero de conejo los anticuerpos generados presentan un rcconoc1111icnto 

111ayor con 0.4 unidades en diluciones de 1 :800. 
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Fig 7 Titulación de anticuerpos po[lc!onalcs contra la fracción Cn F 11 5 del suero hipennmune en diluciones 

dobles senadas a) de 1a!on y b) de conc_10; +control negativo usando BSA como antígeno, A veneno total de 

C. IIOXl/1,\', eCn J' 11.5 .• Cn2 

Para evaluar el reconocimiento del suero policlonal de conejo anti Cn F.11.5 

en dilución 1: l 00 hacia los co111poncntcs individuales de dicha fracción, asi con10 la 

reacción cruzada hacia ('n2 se realizaron ensayos en ELISJ\, utilizando con10 

antígenos: Cn F.11.5. los componentes obtenidos de CLAR de la Cn F.11.5 y la 

toxina Cn2 en concentración de 3 µg/ml (Fig. 8). 

Los resultados 1nostraron que en general los péptidos de la fracción 

presentan rcconoci111icnto si,nilar con el antisucro aunque sobresalen 

principalmente los componentes 17.8, 17.9, 18 y Cn!O al registrar el mejor 

rcconociinicnto por los anticuerpos generados con la fracción ('n F.11.5 con 

absorbancias entre 1.4 y 1.7, e incluso mayores que el de absorbancia registrado 

por la fracción Cn F.11.5 completa (abajo de 1.4 u111dades). Los componentes que 

tuvieron el 1nc11or rcconoci1nicnto por el antisucro son los 24. l, 24.2 y 25 con 

lecturas de 0.3 a 0.5. La Cn2 fue reconocida por el suero anti Cn F.11.5 de manera 

moderada registrando O. 7 unidades. 

39 



1.6 

1.4 

1.2 

N 
o, ... 
0 

0.8 .o 

" 
0.6 

" "' ~ ~ "' "' "' o o N ~ N ~ 
.,. N ~ 

~ e r-: ..: r-: c. .,; N ci ci e "' "' N ..; "' -<i -<i "' ro V u: e a. u a. a. a. a. 
c. c. c. u c. N N "' "' "' N 

e a. a. a. a a. a. 
u 

Antrgenos inmovilizados en la placa 

F1g 8 LLlS:\ de 1cac\n 1dad Je\ •meto pohckmal de conejo gcncr;c\do por la fracnón Cn r H 5 d1lu\d0 l 100 :­

u~nndn cn1nn antígeno cadn uno de lo~ componente:-. punficado:,. de la fracción del 17 7 al 25 : la Cn2 en 

cnncent1ac10nc~ de 3 pg1 mi 

F.! BCF2 se utilizó para evaluar la presencia del cpítopo ncutralizantc de Cn2 

reconocido por este 111onoclonal sobre los con1poncntcs purificados de la Cn F.11.5 

(fig. 9). Los resultados de este ensayo 1nostraron que los con1poncntcs de esta 

fracción no fueron reconocidos por el anticuerpo 111onoclonal BCF2 pues las 

lecturas de los péptidos de In fiacción no rebasaron la lectura rcgistu1da por el 

control tH.~gativo, BSJ\. En tanto que el valor registrado por el control positivo. ('n2, 

presenta una lectura de 1.1 unidades a 492 11111. 

Evaluación de la capacidad protectora de los anticuerpos anti Cn 

F.11.5 en ensayos de reto directo. 

Los ensayos de protección en ratones se realizaron para \·erific~1r la 

capacidad ncutralizantc in \'h·o del suero generado por la fiacciún (.'n F.II.). Nos 

rcferi1nos por capacidad protectora al reto directo de la toxina n1ás i111porta11tc del 

veneno, la ('112. o el veneno total de(~ norht." en ratones prcvia111cntc i111nunizados 

con la Cn F.11.5. 
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Antigenos inmovilizados en la placa. 

F1g 9 !·LIS/\ de ,cactivllbd del ant1c11crpo monclonal BCF2 12 µg/t11l contra la Cn2 y los componentes; 

punlicado::; de la frao.::i(ln Cn r 11 5 del 17 7 al 25 en di!ucioncs de 3 µg11nl. 

Para el reto directo uti1iza1nos 35 ratones inn1unizados con Cn f<.ll.5, 

divididos en dos grupos cxpcriincntalcs de 18 y 1 7 anin1alcs. Los 20 ratones 

inrnunizados con Adyuvante de Frcund y PBS fueron dividos en dos grupos de I O 

ani1nalcs y utilizados con10 grupos control. El grupo de 17 ratones in1nunizados y 

un grupo control fueron inyectados intrapcritoncalincntc con 5.2 pg de veneno 

total de C norh,s (una l)L:,o) por cada 20 g de ratón (tabla 5a). En el grupo 

control se observa una sobrevida de 6 de 1 O ratones retados, lo que nos da un 

porcentaje de sobrevida del 601Yo, en tanto que en el grupo de ratones ínn1unizados 

y retados con el veneno total de ('. noxius se obtuvo una sobrcvida de 2 de 17 

ratones inyectados 1nostrando sola1ncntc un 11. ?(Xi de sobrcvida. 

E\ ensayo de reto directo con la \oxina (~n2, se realizó ap\icant\o dosis de 

0.25 pg de toxina (una l)L50) por 20 g de peso del ratón. Los resultados se 

inucstlan en \a \ah\a Sh donde se ohscr,.·a que la sohrcvida para el grupo control 
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fracción Cn F.Il.5 del veneno de C.noxius, a) contra el veneno total soluhlc de (' 
nnrius h) contra C'n2. a1nbas aplicaciones se realizaron por vía intrapcntoncal. 

a) 

Nún1cro de ~tg de toxinas/ 20g de SobrcYida. PorccnHtJe de 
ratones. peso de ratón. sobrcvida. 

control 10 5.2 6110 60 

cxp. 17 5.2 2/17 I l. 7 

h) 

Nú1nero de µg de toxína 120 g de Sobrc\·ida. Porcentaje de 
ratones. peso de ratón. sohrevida. 

control 11 O 25 91! 1 81.8 

cxp. 18 0.25 6,18 33.3 

fue de 9 de 11 ratones con un 8 l .8o/o. En tanto que en el grupo de 18 ani111ales 

üununizados con Cn F.11.5 se obtuvo una sobrevida de 6 ratones con un porcentaje 

de ]].Je~~ 

Evaluación de la capacidad protectora de los anticuerpos anti 

Cn F.11.5 en ensayo de reto en terceros. 

Para evaluar la capacidad neutralizanlc in ritro del suero de conejo anti ('n 

F.Il . .5 nnte el reto con In toxina ('n2 se utilizaron diferentes dosis de suero de 

conejo anti l'n F.11.). se 111czclaro11 con una l)L._o tlc l'n2 durante una hor<1 en 

agitaciún constante y tcrnpcratura a111bicnte (tabla 6.). Los grupos controles 

utiliz;1dos en este reto consistieron en dos grupos de 4 ratones no in1nunízados que 

se inyectaron con10 sigue: 1) El pri1ner grupo fue inyectado con O 25 pg de (.'n2 

por 20 g de peso de ratón en 200 ~ti de PBS, por vía intrapcritoncal, con una 

sohrcvida leida a las 24 horas de 2 ratones (5()<!-,~ de sohrc\'ida). 2) FI segundo 

grupo lüc inyectado sólo con 100 pi de suero de conejo anti Cn F 11.5 y 100 pi de 

PllS. 1cg_istrando una sohrcvida del 1oocx,. 



Tabla 6. Ensayo de neutralización in vitro de la toxina Cn2 por el antisuero policlonal de conejo 
generado usando la fracción Cn F.II.5 del veneno del alacrán C. noxius como antígeno. 

Número de µg de toxina I µl de antisucro Sobrevida. Porcentaje de 
ratones. 20g de peso de sobrcvida. 

ratón. 

4 0.25 o 2/4 50 

4 o 100 4/4 100 

4 0.25 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 siguientes grupos expcri1nentales se confortnaron iguahnente de 4 

ratones y fueron inyectados con 200 µ! en volumen final de: 1) El primer grupo 

cxpcri1ncntal se inoculó con 50 µI de suero hipcrin111unc de conejo, 0.25 µg de Cn2 

por 20 g de ratón y se aiustó a 200 µI con PBS. La sobrevida registrada para este 

grupo fue sólo de uno de cuatro ratones (25% de sobrcvida). 2) El siguiente grupo 

fue inyectado con 100 ¡JI de suero de conejo, 0.25 µg de Cn2 por 20 g de ratón y se 

ajustó a 200 µ 1 con PBS: los ratones que sobrevivieron al reto después de 24 horas 

fueron 2 Je 4 (50 'X, de sobrcvida). 3) /\1 tercer grupo se le aplicó una mezcla de 

200 µI de suero hipcrinmune con 0.25 ¡1g de Cn2 por 20g de ratón: este grupo 

registró una sobrcvida de 4 ratones ( 100%). Por lo cual se procedió a realizar un 

nuevo reto aplicando 1.5 DL,o de Cn2 (0.375 µg de Cn2 por 20g ele ratón) y 200 

µI de suero hipcrinn111nc anti Cn F.11.5 de conejo, la sobrcvida registrada en este 

caso fue de 50'1'). 



DISCUSION. 

La fracción Cn F.ll.5 contiene a las dos toxinas contra artrópodos del veneno de 

C. 11oxi11s conocidas a la fecha ( García et al. 1997; Selisko et al. l 996). Los estudios de 

toxicidad de la fracción Cn F.ll.5 indican que esta fracción muestra bajos niveles de 

toxicidad en mamíferos (Possani et al. l 98 l a) y que los porcentajes de similitud de Cn5 

y Cn l O contra Cn2 son elevados (tabla 1 ). 

El trabajo bioquímico fue elaborado con el fin de obtener la mayor información 

posible sobre la fracción Cn F.ll.5 y compararla con las propiedades inmunogénicas de 

ésta en ratones y conejo. 

La cromatografia por CLAR de la fracción. evidenció la gran cantidad de 

péptidos existentes en esta sola fracción, al registrar al tnenos 24 co1nponentcs separados 

en la columna semiprcparativa (fíg 6). Sólo para 19 de los 24 péptidos purificados se 

obtuvo la secuencia y se so1ncticron a análisis co1nparativo contra secuencias ya 

reportadas con10 Cn2 y NTX; esto debido a que algunas veces cl 111atcrial purificado fue 

111uy escaso e insuficiente para realizar la dctenlinación de la secuencia o las secuencias 

resultantes no fueron suficientes para hacer las con1paracioncs. 

Al realizar los análisis de las secuencias a,nino tenninalcs de los 19 péptidos 

tóxicos que corresponden a diferentes porcentajes de la c:n r 11.S. se ohser,,ó que éstas 

poseen ligeras diferencias en residuos que propician la especificidad y afinidad de cada 

una. De estas toxinas para dos se tiene la secuencia co1nplcta (('n5 y CnlO} y para otras 

6 ya se habían obtenido secuencias parciales ( 18, 20, 22, 23, 24 y 25) pero aún no 

reportadas en la literatura. 

I)c las 19 secuencias rcpor(adas en esta tesis, (tabla 3.), se puede observar que la 

111ayoría de ellas corresponden a toxinas contra canales de sodio, hasúndosc en el análisis 

co1nparativo de las secuencias obtenidas contra la (~n2 usando el progra,na F/\S'f¡\ 
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(GCG !ne.), que realiza alineamientos y muestra porcentajes de identidad con secuencias 

del banco de datos o con secuencias ingresadas por el usuario. Los 11 péptidos 

secuenciados que mostraban más de 10 residuos (CnlO, 19.1, 20, 20.2, Cn5, 21.1, 22, 23, 

24, 24.2 y 25) tuvieron un porcentaje de identidad mayor al 63% con Cn2. Otras 2 

toxinas secuenciadas: 17.2 y 17.5 podrian afectar canales de potasio pues muestran un 

porcentaje de identidad con NTX de 51 % y 38% respectivamente. Además es de hacer 

notar que el péptido 17.2 muestra más del 70% de identidad contra la Margatoxina 

(MTX), una toxina contra canales de potasio presente en el veneno de C. margaritatus. 

Una revisión de las diferentes fracciones obtenidas de la cromatografía de 

intercambio iónico de la fracción F.11 que han sido repurificadas en CLAR, demuestra 

que algunos de los péptidos menos abundantes en la Cn F.11.5 se presentan en una 

mayor proporción en otras fracciones. Ejemplo es el componente 17.2. que en la fracción 

Cn F.11.5 se encuentra en menos del 0.4% del total de la proteína presente en la fracción, 

pero también se encuentra en la fracción Cn F.11.9, donde el porcentaje es mucho mayor 

(2. 7%) y las secuencias parciales son idénticas. 

Sobre los ensayos de toxicidad de la fracción Cn F.11.5, es de hacer notar que 

aunque en esta fracción se ubican toxinas que actúan contra artrópodos, éstas tienen 

una afinididad menor a canales de sodio de mamíferos (García et al. 1997: Sclisko et al. 

1996), y que una vez inyectados en dosis elevadas pueden causar efectos tóxicos o 

letales, como el observado al aplicar dosis de 500 µg por 20 g de peso de ratón (tabla 

4a). El reto de toxicidad en artrópodos se realizó en cochinillas, presentando niveles de 

toxicidad y lctalidad si1nilarcs a los retos contra 1na1nífcros; esto es la dosis 1níni1na en la 

cual se observaron sínto1na~ de toxicidad y letalidad en ratones fue con 25 µg por gratno, 

tnientras que en crústaecos la dosis tnínitna que tnostró efectos tóxicos fue tatnbién, 25 

µg por gra1no, aun cuando In lctalidad se rcgistr{, en dosis de 30 µg por gra1no de A. 

1"11/gare (tabla 4h). 

Si bien en la fracción (.~n F.II.5 se encuentran toxinas de alta afinidad contra 

artrópodos con10 la ('n5 y CnlO, para el resto de las toxinas presentes en la fracción no 
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se ha determinado aún la afinidad sobre canales ionicos. Es muy posible que se 

encuentren toxinas de sodio con alta afinidad a canales de 1namífcros, sugerído por la 

identidad en la secuencias amino tenninales de algunas de ellas y la Cn2 (entre 75% y el 

63.6% para los péptidos 19.l, 21.l, 22, 24, 24.2), sin tomar en cuenta los péptidos 

dirigidos a canales de potasio como el l 7.2 y l 7.5 que también aportan sus efectos 

tóxicos cuando son aplicados en dosis elevadas. Con el fin de entender la potencia de la 

Cn F.11.5 nosotros calculamos que la concentración de Cn F.Il.5 que mostró letalidad 

sobre ratones es comparable con la picadura de más de 50 alacranes, relacionado por la 

cantidad total de proteína soluble del veneno de C. noxius. 

En relación a la evaluación de la capacidad inmunogénica de la fracción Cn F .11.5 

utilizando los protocolos de inmunización descritos en la tabla 2, demostramos que esta 

fracción es un buen inmunógeno a partir de los títulos de anticuerpos, detectados por 

ELISA, contra la propia Cn F.ll.5 (fig. 7). También nuestros resultados indican que la 

similitud observada en la secuencia para un buen número de componentes de la fracción 

Cn F 11.5 con la Cn2 y otras toxinas del veneno resulta en la presencia de epitopos 

con1partidos. Esto fue 111ostrado apartir de la reacción c1uza<la del suero anti Cn F.11.5 

entra Cn2 ( fig. 8). 

('uando se realizaron los ensayos de ELISA para evaluar el rcconocin1icnto de 

cada uno de los péptidos purificados en la Cn F.11.5 por el suero anti Cn F.11.5, se 

observó una fuerte rcactividad hacia los péptidos principahncntc dirigidos contra 

canales <le sodio y en pat1icular hacia el 1 7 .8, l 7 .9, I 8 y Cn l O ( fig. 8). De éstos, sólo para 

Cn I O se conoce la secuencia co,nplcta y ,nuestra 51. l ~(i de identidad a Cn2. Las 

secuencias a1nino tcnninalcs que de los otros tres péptidos se obtuvieron, tienen un 1nuy 

bajo nú1ncro de residuos reconocidos y no pcnnitcn la co111paración con la Cn2 u otras 

loxinas de alacrán. Lns toxinas que 111ucstra11 el 1nayor porcentaje de idcntidnd con ('n2 

son: 24 con 75'Yo, 24.2 con75'V.,, !9. l con 71.4%, 21. l que presenta un 68.2% y 22 con 

63.61\lo, pero los anticuerpos policlonalcs del suero 111ucstran lecturas iguales o 111cnorcs a 

! .O a 492 nm y para los péptidos 24 y 24.2 las lecturas fueron menores (de 0.8 y 0.6 

unidades rcspcctivn111cntc). Los datos antcrionncntc analizados concuerdan con la 
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reactividad mostrada de los anticuerpos anti Cn F.11.5 en reacción cruzada con Cn2 pues 

se registra una lectura cercana a O. 7 unidades de absorbancia. 

El uso de un anticuerpo monclonal capaz de bloquear la acción tóxica de Cn2, 

como el BCF2, en ensayos de reconocimiento de los componentes de la Cn F.11.5, en 

ELISA, nos permitio evaluar si el epítope o epítopos que reconoce este monoclonal se 

encuentra presente en los componentes de la fracción (fig. 9). Los resultados muestran 

que ninguna de las toxinas purificada en la Cn F.11.5 tiene un epítope que sea 

reconocido por BCF2, en otras palabras, la unión de los anticuerpos policlonales a Cn2 

se lleva a cabo en sitios de la toxina que no actúan en el reconocimiento y unión al 

receptor del canal de sodio, en contraste con lo propuesto sobre la interacción del BCF2 

y Cn2 (Selisko et al. 1998; Calderón-Aranda et al. 1998). 

En las pruebas de neutralización de la Cn2 in vitro. usando el suero policlonal de 

conejo anti Cn F.11.5 (tabla 6.), se corrobora lo mencionado con anterioridad, pues para 

observar la capacidad neutralizante del suero fue necesario usar 200 µI de éste para 

bloquear en 100% la lctalidad de un sola DI.so y al mezclar 1.5 DLso con 200 µ! de 

suero de conc:;jo el porcentaje de n1ortandad 1nuestra un con1porta1nicnto shnilar al grupo 

control, con un 50'Yo de sobrcvida, La unión de anticuerpo anti Cn F.11.5 a la Cn2 es 

capaz de nct1tralizar su efecto tóxico posiblc1ncnte por in1pedi1nento cstérico entre la 

Cn2 y el receptor del canal pero no con la eficiencia n1ostrada por BCF2 (Licca et al. 

1996 a). J\l mczclar 50 pi de suero hipcrinmunc de conejo el porcentaje de lctalidad fue 

1nayor al grupo control pero basándonos en el escaso nú1nero de ratones utilizados la 

tnucrtc de uno solo de ellos aporta un 25o/o del total, así que si el ensayo se realizara en 

un grupo 1nayor de ratones tnuy scguran1cnte el porcentaje de 1nortandad se 1nodificaría. 

El grupo que fue retado con 100 µ! de suero hiperinmunc y una DLso de Cn2 presenta el 

mismo porcentaje de lctalidad que el grupo control. 

El reto directo realizado en ratones se desarrolló para evaluar la capacidad 

protectora ante el veneno total y Cn2, en anin1alcs que se so1ncticron a un progran,a de 

in1nunización inoculando co1no antígeno a la fracciOn Cn F.11.5. En un inicio la 
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inmunización se realizó con 1.44 µg y posteriormente se usó 0.55 µg de la fracción por 

ratón. Co1no este antígeno es una mezcla de toxinas no pueden utilizarse grandes 

cantidades de él y aún cuando la dosis tóxica de la fracción es 1nucho 1nayor no es 

necesaria una 111ayor cantidad de antígeno en ratones co1no lo 1nuestra la figura 7, donde 

se observa un buen título de anticuerpos policlonales contra la Cn F.ll.5. Al disminuir la 

cantidad de antígeno en las rein1nunizaciones se seleccionan los linfocitos que presentan 

inmunoglobulinas con mayor afinidad hacia el antígeno (Goild et al. 1968) 

Los resultados del reto directo indican una fuerte sensibilización contra el veneno 

totaí co1no contra fa Cn2 y es aún n1ás evidente en ef reto ante la Cn2, pues 

aparentemente la dosis utilizada estaba por debajo de la DL;o reportada en la literatura, 

como se puede apreciar en el grupo control, donde la sobreYida esperada era del 50% y 

se registó un valor significativamente superior (81.8%) (tabla 5). 

Existen varias posibilidades para explicar el fenómeno de sensibilización: 

En un pri1ncr caso el problc111a podría explicarse en ténninos de la fi11111acocinética 

de las toxinas y la seroterapia utilizada contra e! cnvcncna111icnto. Una \'CZ que ingresa 

la toxinn en el cuerpo por vía suhcutanca la distribución de la 1nis1na al torrente 

sanguíneo es rápida y aún es 1nfts veloz si la aplicación del veneno es intrapcritoncal 

(Rczcndc et al. 1995; ls111ail et al. 1996). La clin1inación se hace casi total a las dos horas 

de haber ingresado al torrente sanguíneo (Revelo et al. 1996. Santana et al. 1996). Los 

parún1ct1 os de f11nnacocinética de la toxina se alteran al fo1111arsc el con1plcjo antígcno­

anticucrpo (Schcrnnann y Pcpin 1996): la toxina se ve atrapada en el con1parti1ncnto 

donde es retenida por un ticn1po tnucho 1nayor al nonnal, pudiendo n1antcncrsc por 1nás 

de un día antes de ser eliminada (lsmail et al. 1993) y, si este anticuerpo no interfiere con 

la funcionalidad de la toxina, esta podría seguir actuando por ticn1pos prolongados. ('on 

esto se explicaría la dis1nínucíón en los porcentajes de sobrcvida al realizar los retos 

directos, pero esto no sustenta los fcnó1nenos de sinto1nc1tología obscr\ ados, donde la 

aplicación de la toxina o el veneno total actúan de una fonna nuls agresiva, 1nostrando 

alta toxicidad y n1aland0 al anin1al en tic111pos 1nils cortos y con sínto,nas n1.-ís evidentes: 



ade1nás, el fenómeno se vería repetido en los ensayos de neutralización in vitro, donde si 

bien la distribución del complejo antígeno-anticuerpo tomaría mayor tiempo, la 

potencialidad del veneno sería parecida al reto directo y la sintomatología similar. 

Por otro lado, esta sensibilización puede encontrar su explicación al to1nar en 

cuenta la fonna en como este antígeno es procesado y presentado por las células del 

sistema inmune, es decir, interacción entre linfocitos B y linfocitos T para generar una 

respuesta inmune a un antígeno particular. Cuando ingresa la toxina en el cuerpo, ésta es 

atrapada por linfocitos B y macrófagos; los macrófagos y los linfocitos B la digieren; 

posterionnente un frag1nento de la toxina es combinado con una proteína presentadora 

de antígeno conocida como CMH !!; el complejo antígeno-CMH !! es reconocido por los 

receptores de los linfocitos T; si estos linfocitos son T ayudadores, producen 

interleucinas destinadas a estimular la proliferación, maduración y cambio de la Fe de los 

anticuerpos generados por las células plasmáticas (revisado por Kishimoto y Hirano 

1989). 

Es precisamente la intcrlcucina 4 (l L-4 ), la que induce a la generación de lgE e 

lgG I prcfercntcmcntc sobre las lgG2 e lgGJ (Coylc et al. 1995). Las lgE son anticuerpos 

que se producen principaltncnte en invasiones parasitarias, ade1nás de ser las 

responsables junto con las lg(} ¡ de los fcnótnenos de alergias o anafilaxia (revisado por 

Bcnaccrraf y Unanuc, 1986). Cuando una lgE o lgG1 se une a un antígeno en el torrente 

sanguíneo o linfútico, este con1plejo es reconocido por n1acrófagos, 1nastocitos o 
basófiJos por 1ncdio de un receptor conocido coino receptor para la fracción constante 

tipo E (Ríe,.) (Fung-Lcung et al. 19%). Una vez unido el RFc, con el complejo 

antígeno-lgE , aun cuando al 1ncnos dos lgE unido~ al 1nis1no antígeno y sus Fe se unen a 

otros RFc( de la 1nisn1a célula. Esto desencadena reacciones que provocan la liberación 

de histamina (l~jukanovic el al. 1990). 

La hista111ina es una an1ina vasoactiva que actúa sobre el 1núsculo liso; en el caso 

del ratún, la his!a1ni11~1 provoca a los pocos n1inutos de inyectar el antígeno agilación y 

pilocrccción debido a la contracción del n1úsculo liso <le los folículos pilosos: dificultad 
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para respirar debido a la contracción de espástica del árbol bronquial que origina al 

animal la incapacidad para exhalar el aire inhalado. Hay un descenso precipitado de la 

presión arterial, el ani1nal se enfría y torna hu1nedo y sufre un choque vascular 

provocado por la vasodilatación de las vénulas y el aumento de la permeabilidad 

vascular con pérdida de líquidos y proteínas de la circulación (revisado por Benaccrraf y 

Unanue. 1986). 

Todos estos sínto1nas pueden co1nbinarse, en1nascararse y confundirse con los 

sínto1nas provocados por la toxina; así pues el rcsponsahle directo de la 1nucrte del 

animal no es la toxina, sino el anticuerpo generado contra ella, al combinarse con el 

antígeno y ser reconocida por los basófilos. 

Las lgE son especie específicas o por lo menos estos anticuerpos sólo pueden ser 

reconocidos por basófílos y 111astocítos de especies cstrecha1ncntc relacionadas (Ra et al 

1989). Esto podría explicar el que no se observen estos fenómenos en los retos 

indirectos en ratón utilizando antisuero de conejo (tahla 6). 

E\-idcntcrncntc arnbas rosibilidadcs están sujetas a co1nprohación. pero los 

resultados obtenidos en esta tesis favorecen a la segunda opción; trabajos futuros 

podrían cnfócarse en la identificación de las IgE en ensayos de ELIS,I\. cuantificación de 

la hista1nina en la sangre de ratones in1nunizados y retados con frag1nc11tos e.le péptidos 

sintéticos correspondientes a toxinas con10 la Cn2 o antíg:cnos no tóxicos con10 la Cn 

F.11.5 y observar los sínton,as caractcrístcos de anafilaxia. 
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CONCLUSIONES. 

La fracción Cn F.ll.5 contiene 24 componentes distintos y l 3 de ellos muestran 

un alto porcentaje de identidad a Cn2, NTX o MTX. 

La toxicidad de la fracción Cn F.II.5 es muy similar en los retos sobre mamíferos y 

crústaccos (2.5 µg / g de ratón y 30 µg / g de A. vulgare). 

La fracción Cn F.11.5 usada como antígeno es capaz de levantar un respuesta 

inn1unogénica que 1nucstra rccción cruzada ante Cn2 y veneno total de C.noxius. 

Ln i11111u11ización con ('n F.11.5 en ratones produce hipcrscnsibilización al retar a 

los ani1nalcs con ('112 y veneno total de C. noxius. 

La ncutrnlización in vitro con suero de conejo anti Cn F.11.5 es capaz de bloquear 

la acción de 7.5 [)f ,;'iO con 1 1111 de suero. 
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PERSPECTIVAS. 

Comprobar la existencia de reacción cruzada entre BCF2 y diferentes fracciones 

no tóxicas del veneno de C. noxius. para evaluar la posible utilidad de la o las toxinas 

responsables en la generación de anticuerpos capaces de bloquear la acción tóxica de 

Cn2, apartir de la presencia del epítope ncutralizante reconocido por este anticuerpo 

tnonoclonal. 

·ritular las lgE presentes en los sueros 1nurino hiperirununes a Cn F.II.5 en ensayos 

de ELISA. 

Ensayar en reto directo, utilizando a la Cn F .11.5. en ani1nales in1nunizados con 

este 111isn10 antígeno para evaluar el desarrollo de anafilaxia. 

Rc.ilizar la purificación y digestión de los anticuerpos n1urinos generado,; por la 

(~n F.11.) con pepsina para cli1ninar la Fe de las Ig, que pudieran estar involucrados en la 

la sensibilización. 
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