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RESUMEN 

El veneno de algunas especies de alacranes mexicanos del género Centruroides 
poseen toxinas que afectan la permeabilidad iónica de membranas excitables de 
mamlferos. Entre las toxinas que representan un problema de salud para los 
humanos picados por alacranes está una familia da polipéptidos da alrededor da 65 
aminoácidos que bloquean a canales de sodio, como os el caso de la toxina 11-9.2.2 
del veneno del alacrán de Nayarit ~entruroides ,N~ Hottmann. 
Esta as una da las toxinas más potentes conocidas (LOSO= 125 ng/20 g da ratón. 
cepa C01). Por esta razón existe interés en conocer los sitios activos de la toxina y 
los detenninantes antigémcos de la misma. 

La presente investigación tuvo por obieto la síntesis química de péptidos correspon
dientes a la secuencia do la toxina 11-9.2.2 y la cara<.1erización inmunológica de los 
mismos, para tratar de encontrar los determinantes antigénicos mas importantes de 
la molécula, que induzcan la producción de anticuerpos que reconozcan a la toxina 
nativa y la neutralicen. 
En este trabajo se describe la slntesis, purificación y caracterización qulmica de 12 
péptidos de la secuencia da la toxina 11·9.2.2. Siete da ellos qua correspondan a 
los aminoácidos da posición 1·1 O, 1-14, 1-14 modificado, 1 ·27, 22·36, 30-40, 61 · 
65C2 fueron caracterizados inmunologir;amente mediante la obtención de sueros 
antipéplido por la inyección da los pépfidos solos o acoplados a una protelna 
acarreadora en ratones CD 1. 
La caracterización inmunológica consistió: 1) Determinación de la reactividad y titulo 
da los sueros antipéptido contra al péptido solo o acoplado a un acarreador 
diferente con el que se inmunizó. 2) Determinación de la reactividad y titulación de 
los sueros antipéptido que contienen anticuerpos que reconocen a la toxina 11-9.2.2. 
3) Pruebas da neutralización da la toxina 11-9.2.2 por los anticuerpos antipépfido en 
terceros ratones. 4) Desafio directo de los ratones inmunizados con la toxina 11· 
9.2.2. 
Los resultados indican qua los péptidos del ax1ramo amino de la toxina 11-9.2.2 
(aminoácidos 1-14V, 1-14N, 1·27T, 1-27S) inducen anticuerpos que reconocen a 
la toxina nativa. 
Por otra parte se puede observar que el reconocimiento de los anticuerpos antipép
tido a la toxina nativa incrementa conforme aumenta el número de aminoácidos de 
la cadena peptldica. 
Sin embargo a pasar da qua los anticuerpos antipéptido da la región amino terminal 
reconocen a la toxina nativa no son capaces de neutralizar1a en experimentos de 
neutralización en terceros asf como en el desafío directo de los ratones inmuniza· 
dos. Asi mismo, nuestros datos sugieren que los epítopes neutrallzantes posible· 
mente sean conformacionale:i. 



SUMMARY 

The venom from the Mexican scorpion Centruroides noxius contains a series of toxlc 
peptides that affect ion channels ol excitable membranas. Among these peptides is 
toxin 11-9.2.2, a 65 amino acid residues long, extremely toxic to mammals (LOSO = 
125 ng/20 g mouse weight, strain COI) anda potent Na' channel blocker. 

This thesis describes the chemical synthesls ol 12 peptides corresponding to the 
amino acid sequonce al toxin 11-9.2.2. Seven of them (fragments at position 1-10, 1-
14, 1-14 modified, 1-27. 22-36, 30-40, 61-65C2) were synthesized, purilied by high 
pertormance liquid chromatography and injected into mica (coupled to thyroglobulin) 
in order to: i) determine their immunological properties with respect to the synthetic 
peptides; 11) determine their reactivity and litre towards the nativa toxin 11-9.2.2; iii) 
verily the neutralizing capacity ol the sera anti-synthetic peptides incubated with 
nativa toxin and injected into non immunized mico; and iv) to challenge in vivo the 
immunized mica (against synthetic peptides) with nativa toxln 11-9.2.2. Sorne ol the 
relevan! results lndicate that the lragments corresponding to the N-terminal part ol 
!he toxin (synthetic peptides 1-14, 1·14 modified and 1 ·27) are capable ol recogni· 
zing nativa toxin, the longest peptide has more affinity lor toxin 11-9.2.2, but nona ol 
them produce neutralizing antibodles. Futherrnore. it is suggested that possible 
neutralizing antibodies should correspond to conlormational epitopes ol the toxin. 



Abreviaciones utilizadas en este trabajo 

Aa 
BSA 
C1B 
DCC 
DCU 
DLSO 
ELISA 
HPLC 
lgs 
lgG 
mg 
ml 
mM 
mbc 
PBS 
RAM-POD 
TFA 
µg 
µM 

aminoácido 
albúmina sérica bovina 
octadecil 
diciclohexil-carbodilmida 
dicidourea 
dósis letal media 
ensayo inmunoenzimático 
cromatografía líquida de altapresión 
lnmunoglobulinas 
lnmunoglobulina G 
miligramos 
mililltro 
milimolar 
mínimo cambio de bases 
amortiguador de fosfatos salino 
rabbit anti-mouse peroxidaso 
ácido tnnuoroacético 
microgramos 
micro molar 

CODIGO DE UNA LETRA PARA AMINOACIDOS 

A 
e 
D 
E 
F 
G 
H 
1 
K 
L 
M 
N 
p 
a 
R 
s 
T 
V 
w 

alanlna 
ástelna 
ácido aspártico 
ácido glutámico 
fenilalanina 
glicina 
histidina 
isoleucina 
lisina 
ktucina 
metionina 
asparagina 
prolina 
glutamina 
arginina 
serina 
troonina 
valina 
triplofano 
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l. INTRODUCCION 

1.-Generalldades 

En el mundo los accidenles por picadura y mordedura de animales ponzonosos son 

todavia frecuentes. En nuostro país la mortalidad más elevada en éste campo es 

debido a la picadura de alacranes (AJagón, A., Lopez. Acuna .. Dehesa, M. 1979). 

Los alacranes fueron de los primeros anrópodos que invadieron el hábitat terrestre. 

Los alacranes de importancia médica se encuentran distribuidos en el viejo y nuevo 

mundo, en cuanto al primero se localizan en Africa, Medio Oriente e India, en 

cuanto al segundo se distribuyen en el sur de Estados Unidos, México y América 

del Sur. 

El problema del escorpionismo en México ha sido revisado extensamente encontrán

dose que los estados más afectados son: Colima, Guerrero, Nayarit y Morelos

(Hoffman, 1932; Mazzotti y Bravo-Becherelle, 1963). 

De las 19 especies del género Centruroides citados por Stahnke y Cales, 1977, 

para México, 6 son de imponancia médica: Q,_ suffusus denominado alacrán de 

Ourango el cual presenta 2 subespecies. Q. suttusus suttusus reportado en el sur 

de Ourango, noreste de Zacatecas y este de Sinaloa y Q. suffus~ chL~a__yjglj 

distribuido al nona de la mesa central; Q. noxius conocido como el alacrán de 

Nayarit se le ha reponado en Nayarit y sureste de Sinaloa; el Q.. !im!lidus conocido 

como el alacrán de Guerrero, presenta 2 subespecies, Q. ll!:ru;)idus flm~ distribui

do en la región central del estado de Guerrero sureste de Puebla, Morelos. sureste 



del estado de México y sureste de Michoacán, y .Q. limpldus tecomanus conocido 

como alacrán de Colima localizado en Colima unicamente; Q,_ filflSM~ con 2 

subespecies, Q, elegans elegans que habita en el estado de Jalisco y áreas 

costeras de Nayarit, Sinaloa, Guerrero, Oaxaca y .Q. elegans lnsularis distribuido en 

las Islas Marias; .Q. lnfamatus que habita en el centro del pals, dosde el sur de 

Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Michoacan, Jalisco y una porción de Xalapa 

en el estado de Veracruz y presenta 2 subespecies .e_,_ lnfamatus infamatus y ~ 

infamatus ornatus: y finalmente ,Q,, sculpuratus el cual se localiza al sur de Arizona 

y norte de Sinaloa. Cabe mencionar al Q,_ margaritatus por su amplia distribución en 

todo el país aunque no es tan venenoso como las otras especies mencionadas. 

En general el veneno de Jos alacranes es de apariencia lechosa opaleconte y con 

un pH de alrededor de 7 y en el laboratorio es obtenido por estimulación eléctrica 

del telson del alacrán. 

El veneno disuello en agua contiene un material insoluble que puede separarse por 

centrifugación y carece de toxicidad, al parecer son mucoproteínas y desechos 

celulares como membranas aunque la composición no ha sido estudiada. La pa~e 

soluble contiene todos los componentes tóxicos y consiste en su mayor parte de 

una mezcla de proteinas y péptidos de diferentes pesos moleculares y en menor 

cantidad llpldos, nucleótidos. sales inorgánicas y aminoácidos liores. 



2 ... Toxinas del veneno de alacranes 

las toxinas de alacrán constituyen famiílas de protefnas básicas que son responsa· 

bles del efecto n&urolóxico del veneno (Rocha!, fil ª'· 1979; Catteral, 1980). Ellas 

generalmente están compuestas de 60·70 aminoácidos (Aa) y tienen 6 ó 8 cisternas 

que forman 3 ó 4 puentes disulfuro. 

Las neurotoxinas producen la depolarización de las membranas uniéndose a 

canales iónicos de las membranas excitables (Catteral, 1980). Dos mecanismos 

diferentes de acción han sido propuestos para esas pequet'Jas proteínas: las toxinas 

de alacrán del viejo mundo actúan afectando el mecanismo de inactivación del 

canal de sodio mientras que fas toxinas de alacranes del nuevo mundo específica

mente toxinas del alacrán Centruroid--ª..2 afectan el proceso da activación del canal 

de sodio (Cahalan, 1975). Sobre estas diferencias Jover, fil & (1980) ha propuosto 

el nombre de toxinas alta a las toxinas de alacranes del viejo mundo y toxinas beta 

a las del nuevo mundo. Más recientemente se ha demostrado que venenos de 

alacranes del nuevo mundo también poseen toxinas del tipo alfa (Meves, fil !ll 

1986., Yatani, fil & 1988., Kirsch, fil fil, 1989). Asimismo se ha descubierto una 

nueva familia de toxinas de alacranes que bloquean a canales de potasio de 

membranas excitables (Carbone, fil ª'· 1981; Possanl, !l! & 1962; Millar, !l! llL 

1984). 

Rochat, fil fil, 1970 clasificó a las toxinas de alacrán que afectan a canalos de 

sodio de mamíferos en 5 grupos siguiendo las homologfas de sus secuencias y 

composición de aminoácidos: las secuencias fueron alineadas con respocio a las 

cisternas. Estudios inmunológicos soportan eS1a clasificación. El antisuero preparado 
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contra una de las toxinas de un grupo dado puede reaccionar con toxinas del 

mismo grupo pero puede dar resullados nogativos cuando es ensayada con toxinas 

de otro grupo (Delori, fil l!L1981). Toxinas de insecios y otras moléculas más 

peque~as 1ueron clasificadas separadamente (Rochat, fil l!L._1979). 

Possani, fil fil. (1985) propusieron una clasificación de las toxinas del veneno de 

alacranes basada en el método más riguroso del análisis mélrico lo cual ha 

permitido dividir estas toxinas en 5 grupos con diferencias de 30 mbc (cambio 

mfnimo de basos) configurando 3 poblaciones estructurales distintas de toxinas de 

alacranes. Por un lado las toxinas del veneno de alacranes del continente Nortea

mericano que presentan toxinas con delaciones de aminoácidos en la región C

terminal, cuando éstas son comparadas con la secuencia de aminoácidos de las 

toxinas de alacranes del viejo mundo, que presentan ausencias de aminoácidos en 

la región N-terminal. Los alacranes sudamericanos poseen toxinas con ambos tipos 

estructurales presentando delaciones tanto en la reglón amino-terminal como 

carboxilo-terminal. 

Actualmente se están utilizando algunas de estas toxinas como nuevas herramien

tas bioquímicas para ayudar a esclarecer el funcionamiento del sistema nervioso y 

de las membranas celulares. 

Así mismo ha aumentado el interés sobre la problemática del envenenamiento por 

picadura de alacrán debido a que ocasiona serios trastornos en la salud que 

pueden llevar inclusive hasta la muerte, sobre todo en menores de edad (Dehesa, 

1989). 
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3.·La toxina 11·9.2.2 del veneno dal alacrán Centruroldes noxlus Hottmann 

Como mencionamos en el inciso de las generalidades uno de los alacranes 

peligrosos de la República Mexicana es el Centruroides nmdus Hotfmann, también 

conocido por el nombre de alacrán de Nayarit. En realidad. éste alacrán posee el 

veneno más poten1e de los alacranes mexicanos (Denl, fil fil. 1979). La dosis letal 

media es de 5 ug/20 g de peso corporal do ratón (veneno total). El veneno de este 

alacrán ha sido estudiado extensivamente por el grupo del Dr. Possani (Dent fil ª'· 
1982; Possani. fil'!!., 1981, 1982; Carbone, filª'· 1982; Possani, fil 11l 1964, 1985). 

Entre los hallazgos más importantes de los trabajos arriba mencionados está el 

hecho de que este veneno contiene por lo menos dos familias de péptidos tóxicos: 

a) cadena larga con corca de 65 aminoácidos que bloquean a canales de sodio, 

como la toxina 11·9.2.2: 11·10. 11-13 y 11-14; y b) cadena corta do cerca de 39 

aminoácidos como la no.xiustoxina, prim.ara toxina descrita con propfedades bloquea

doras de canales de potasio (C:.,rbone, ;;J lll 1982, Possani, !1t '!!., 1982). 

El componente más imponante en cuanto a cantidad en el veneno y uno de los 

más lóxicos es la 11-9.2.2 (Zamudio, 1989). 

Esta toxina contiene 66 aminClácidos y está estabilizada por 4 puentes disulfuro. Es 

una toxina que reconoce a canales de sodio do membranas excitabfes {Sitges, fil 

ª'· 1986). Su dosis lelal media es del orden de 125 ng/20 g de peso corporal. Se 

han obtenido 6 anticuerpos monodonales que reconocen a esta toxina (Zamudio, 

1989). Por ser una de las toxinas mas importantes del veneno del alacrán de 

Nayarit, y una de las mejores estudiadas elegimos esta como modelo para los 

estudios objeto de esta tesis, como lo mencionaremos más adelante. 
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4.·Aspectos Inmunológicos de los venenos y toxinas de alacranes 

Hasta el momento el mejor antrdoto que se ha utilizado para contrarrestar los 

efectos del veneno de los alacranes es utilizando un antisuero el cual se produce 

en caballos por la inyección de pequenas cantidades de una mezcla da venenos da 

varias especies de alacranes. 

Este suero antialacrán es una mezcla de anticuerpos policionales en donde se 

encuentran una gran variedad de diferentes anticuerpos (Aes) que están dirigidos 

contra los diferentes determinantes antigénicos do las toxinas presentes en la 

mezcla. 

Para aumentar la calidad y especificidad da los sueros (Dalori, fil l!!. 1981 ), disana· 

ron una estrategia en donde los sueros fueron producidos a partir de una mezcla 

de toxinas purificadas y específicas para mamíferos. Al comparar la capacidad 

neutralizante de estos nuevos sueros provenientes de la protelna purificada contra 

los obtenidos tradicionalmente se encontró una notable diferencia con una mayor 

capacidad neutralizante de los sueros obtenidos a partir de toxinas purificadas. 

Actualmente se están tratando de encontrar los determinantes antigénicos más 

Importantes en estas proteínas o aún el determinante antigénico involucrado en la 

actividad biológica (sitio activo) da astas toxinas, para posteriormente producir 

anticuerpos específicos contra esta región y de esta manera oblener sueros de 

mayor calidad que no contengan una mezcla muy grande de anticuerpos inespecífi

cos que reduzcan la calidad y eficiencia del antisuero. 

Esto ha sido posiblo gracias, por un lado a las nuevas técnicas y métodos da 
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purificación, secuenciación de protefnas y de las técnicas de clonación y socuen

ciación de DNA. El usa conjunta de estas metodologías ha permitida obtener 

información útil en el diseno y síntesis de fragmentos de estas macromoléculas para 

nu posterior estudio farmacológico e inmunológico (Amen, 1986j. 

Actualmenie se encuentran disponibles secuencias primarias de muchas proteínas, 

facilitando así la síntesis de cualquier región seleccionada usando técnicas químicas 

de laboratorio mma la de síntesis en fase sólida de Morrifiold (1963) para la 

sfntesis de péptidas ó de procedimientos de ingeniería genética en el casa de 

segmentos de proteína largas, subunidades o aún toda la protelna. Sin embargo, la 

técnica sintética puede permitir Ja selección de un acarreador así como un 

adyuvante en donde el objetivo es la producción de una vacuna multivalenle (Arnon, 

1966). 

A pesar de los grandes avances de la ciencia es difícil alcanzar este objelivo ya 

que los antígenos {Ag) macromoleculares usualmente expresan un número grande 

de posibles determinantes antigénicos o epítopes de los cuales ünicamente un 

número limitado de estos son potencialmente importantes para la inmunogenici· 

dad, denominados sitios inmunodominantes.( Aman, 1986). 

Es importante distinguir que existen 2 tipos de epitopes: secuenciales y conforma· 

cionales. Un epítope secuencial es definido como una secuencia de diversos 

residuos en su forma no plegada. Un epftope canformacianat es definida par un 

número de residuos de aminoácidos que mantiene una conformación particular, en 

donde contribuyen a mantener dicha estructura interacciones de alto rango del 

nivel de estructura secundaria. terciaria y cuaternaria (Sela, 1969). 
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Una clasificación paralela introducida por Atassi y Smith (1978) es la de determinan· 

tes continuos y discontinuos. Un determinante continuo es definido como una 

secuencia de residuos de aminoácidos expuestos en la superficie de una proteína 

nativa mientras un determinante discontinuo consiste en la yuxtaposición en espacio 

de residuos de aminoácidos que no son adyacentes en la estructura primaria, pero 

que forman parte de un epitope. 

Se ha encontrado que los parámetros que influencian las propiedades Inmunológi

cas de las diferentes regiones de una proteína son: la conformación espacial y la 

accesibilidad de los aminoácidos (Shinnick, 1983; Aman, 1986). 

La accesibilidad es crucial puesto que la interacción de un epitope con. los 

anticuerpos 6 receptores especificas sobre las células inmunocompetentes necesita 

su exposición sobre la molécula antigénica. 

Se conoce ampliamente que la conformación espacial juega un papel decisivo 

determinando la especificidad antigénica. 

Existe ovidoncia de que un cambio drástico en propiedades antigénicas ocurren por 

desnaturalización de la proteína nativa ó desdoblamiento de sus cadenas polipeptl· 

dicas. Esto ha !levado a la conclusión de que muchos de los determinantes 

antigénicos do las proteínas son determinantes conformacionales. Anticuerpos hacia 

tales determinantes pueden reaccionar con péptidos aislados derivados de la 

molécula nativa lo cual puede ser atribuido al hecho de que la flexibilidad de los 

péptidos en solución pueden mimetizar el desorden local en segmentos cortos de la 

protelna. (Arnon, 1986., Shinnick, 1983., Walter, 1986). 
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Existen varias estrategias para tratar de encontrar los determinantes antigénicos de 

una proteína, por ejemplo: a) por fragmentación de la proteína por proleálisis 

controlada o ruptura qu[mica Los fragmentos resultantes son entonces selecciona· 

dos por sus componentes biológicamente activos que pueden unirse a anticuerpos y 

que interfieren con su interacción con el antlgeno intacto. b} estudios cristalográficos 

de la estructura tridimensionaJ de la proteina sirven como una fuente adicional de 

Información en la determinación de la estructura antigénica. 

Varios modelos computacionales han sido sugeridos para analizar la hidrofilicidad o 

flexibilidad de las diferentes regiones en una molécula para determinar los posibles 

determinantes antigénicos (Hopp and Woods, 1981; Karplus and Schultz, 1985). 

Anticuerpos contra péptidos cortos qulmicamente sintetizados son de gran uso en la 

detección de protelnas y el estudio de su estructura. La alta frecuencia con la cual 

estos anticuerpos reaccionan con la proteína intacta ha sugerido diversas especu· 

laciones interesantes. Una de oH:is analiza la diferencia entre anticuerpos hechos 

contra proteínas intactas y antici.:orpos anlipéptidos. La preparación de anticuerpos 

antiprotefna involucra inyección de uno de los estados contonnacionalmente más 

restringuidos de la molécula, por lo tan10 cuando los anticuerpos resultantes son 

probados para ver su reactividad contra proteína o péptidos, es en un estado de 

Igual o menor orden. La unión de eslos anticuerpos es por lo tanto sensitivo a 

perturbaciones de la estruclura protéica tales como fragmentación y desnaturaliza· 

ción. Contrariamente, anticuerpos antipéptido son hechos contra un sitio de la 

proteína conformacionalmente menos restringida y probados contra una molécula 

protéica la cual es casi siempre más ordenada. En conclusión anticuerpos a 

péptidos cortos y flexibles frecuen1emente reaccionan con moléculas más ordenadas 
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y anticuerpos anliproteína dificil mente reaccionan con péptidos (Tainer. !!l l!l 1984 ). 

Un método nuevo para identificar epitopes que reaccionan cruzadamente con 

ant!genos paniculares, fué suguerido por Geysen, !!l fil. (1984). Esta estralegía 

para identificar determinantes antigénicos secuenciales en una protelna involucra la 
' 

sintesís sistemática de todos los posibles heptapéptidos y la medición de su 

reactivldad con anticuerpos contra la proteína nativa. Los epítopes con más 

reactividad presumiblemente contienen epitopes secuenciales (Geysen, !!l l!l 1984). 

Una alternativa diferente consiste en tener un anticuerpo monoclonal en contra de 

una proteína nativa e intentar por síntesis sistemática de todos los péptidos cortos 

posibles alguno que tenga la propiedad más alta de unión. Tal péptido puede 

parecerse poco 6 aún tener ninguna relación directa con el epftope original, pero 

que mimetiza su habilidad para unirse especUicamente al anticuerpo y es llamado 

"mimétope• (Geysen, !!l fil. 1986). 

El paso más difícil e importante en la producción de anticuerpos antipéptido, es la 

selección do una región de la secuencia de aminoácidos de la protelna que de 

lugar a anticuerpos los cuales reaccionen tanto con la protelna nativa como 

desnaturalizada (Waiter. 1986). 

El primer punto a considerar es que la secuencia seleccionada debe estar 

localizada en la superficie de la molécula proteica. De esta manera se debe tratar 

de encontrar las regiones que asten compuestas principalmente de residuos de 

amfnoácidos polares ya que este tipo de aminoácidos predominantemente se 

localizan sobre la superficie de la molécula la cual hace contacto con et medio 
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acuoso, mientras que los residuos hidrolóbicos se sitúan en la parte Interna de la 

misma (Kauzman, 1959). 

Diversos reportes por Lerner y colaboradores (1984) suguieren que anticuerpos 

pueden ser lacilmente levantados encentra de casi cualquier parte de la proteína 

usando péplidos sintéticos como inmunógenos. 

Green, !l.I l!h 1962, produ1eron anticuerpos contra 20 péptidos correspondientes a 

un 75% de la secuencia de la hemaglutinina del virus de la influenza y encontraran 

que anticuerpos contra 1 B de los 20 péplidos reaet:lonaron con la hemaglutinina 

nativa 

En cuanto a las toxinas de alacrán, a pesar do que son proteinas muy pequet'las 

no se ha podido determinar en donde está situado el sitia antigénico que está 

involucrado en el mecanismo de neutralización de ta toxina. Al parecer esto es 

debido a que son proteínas con una estructura muy compacta. 

Bahraoui, !l.I !!!.. 1968, obtuvieron 2 anticuerpos monoclonales (4c1 y 3c5) neutmli

zantes en contra de la toxina AaHll del alacrán Androctonus ~ustralis Hector. El 

anticuerpo 4c1 tiene una afinidad hacía la toxina de O.B nM y el 3c5 do 0.6 nM. El 

anticuerpo 4c1 no es capaz de reconocer a la toxina AaHll reducida y motilada ni 

tampoco péptidos sintéticos de AaHll. Esto muestra que el anticuerpo 4c1 parece 

estar dirigido contra un epitope discontinuo cuya inmunoreactividad depende de la 

conformación nativa de la toxina. Asimismo, la supresión de la carga positiva de la 

lisina 58 dá como consecuencia una toxina modificada sin ningún cambio conforma· 

cional mayor pero con un decremento considerable del 99.95 % en su reactividad 

hacia el anticuerpo 4c1. Si la modificación no cambia la carga eléctrica del residuo 

58, su antigonicidad es retenida totalmente y su actividad biológica disminuya en un 
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99%. Esto ciaramente muestra que el epltope requiere la presencia de una carga 

positiva para alcanzar una alta afinidad hacia el parátope del anticuerpo 4c1. 

En conclusión al parecer los residuos 54 ó 64 por una parte y los residuos 10, 51 y 

64 por otra contribuyen a ta definición del epitope roconocldo por el anticuerpo 

4c1. 

5.-Antec&dentes da nuestro laboratorio 

En el laboratorio en el cual efectué mi trabajo de tesis ya se han trabajado algunos 

aspoctos inmunológicos de las toxinas del veneno de alacranes, incluyendo el 

Centruroldes noxius. 

El énfasis mayor ha sido dirigido hacia la sintesis quimica de péplidos que corres

ponden a fragmentos de 9 a 39 residuos de aminoácidos de la noxiustoxina 

(Gurrola, fil l!!.. 1989). En este trabajo se determinó que el nonapéplido N-terminal 

es tóxico P..fil §~. mientras que otros segmentos hacia el carboxllo terminal son 

lnmunogénicos y no tóxicos. El trabajo de tesis de Luis Vaca (1989) versó sobre la 

sintesis de tocos los dipéplidos, tripéptidos, tetrapéplidos y hexapéptidos correspon

dientes a la noxiustoxlna. Como se mencionará más adelants este trabajo marcó la 

pauta para decidir el tamano de los péplidos sintéticos de toxinas de alacranes que 

son inmunogenicamente competentes. Finalmente en ta tesis de Fernando Zamudio 

(1989), se describe la obtención de un grupo de hlbridomas (seis) productoras de 

anticuerpos monoclonales en contra de la toxina 11-9.2.2 del veneno del alacrán Q. 

noxlus. 
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6.· Ob!ellvos de la tasls 

La importancia de lo que parece ser un trabajo repetitivo que parece perder 

originalidad por tratarse de la purificación y caractertzación de cientos de toxinas 

similares del veneno del :nismo tipo de animales toma sentido cuando comparamos 

su estructura y la correlacionamos con alguna de sus actividades biológicas 

principales. Algunas de las preguntas interesantes que surgen al trabajar con este 

tipo de péptidos son por ejemplo: a) ¿porqué los alacranes han seleccionado y 

conservado durante su evolución muchas moléculas (péptidos) diferentes con 

funciones similares? b) ¿cuáles son las características conservativas de la estructu

ra primaria que determina su actividad sobre membranas excitables? e) ¿cuáles son 

las regiones variables que posiblemente definen la especificidad de especie? 

d) ¿algunas de esas toxinas se originan desde un precursor común? (Possani, 

1984) e) ¿cuales son las regiones de la estructura de tas toxinas Involucradas en la 

toxicidad y/o lnmunogenicidad de estos péptidos?. 

Estas son algunas de las preguntas generales que se pretende responder en el 

laboratorio en donde roalicá mi tosis. 

Dentro de este contexto. los objetivos particulares de esta tesis fueron: 

1.·La slntesis qulmica por el método de fase sólida de Merrifield. de péptidos 

correspondientes a la secuencia de aminoácidos de la toxina 11-9.2.2 del alacran 

Contn.iroide.§ noxius Hottmann, lomada como péptido modelo. 

2.-Purificación y caracterización inmunológica de los péptidos sintetizados. 

3.·Utilización do los péptidos sinléticos. solos o acoplados a acarreadores. para la 

generación de anticuerpos policlonales en animales experimentales (ratón). 
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4.-Caracterización de los anticuerpos obtenidos de ratones inmunizados con los 

péptidos. 

5.-Desaffo con toxina 11-9.2.2 nativa de ratones pre-inmunizados en contra de 

péptidos sintéticos. 

Como se observa los objetivos especificas de este trabajo de tesis solo ambicionan 

responder pana de una de las preguntas del laboratorio. 

Así mismo, como discutiremos en la sección de los resullados, solo conseguimos 

responder parcialmente la pregunta de tos posibles epitopes de la toxina 11-9.2.2, 

confirmando que más probablemente los epltopes que pueden generar anticuerpos 

neutralizantes están en la región N-terminat de la molécula y posiblemente son del 

tipo conformacional. 
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11. MATERIALES Y METODOS 

Todos los reactivos utilizados para este trabajo fueron grado analilico obtenidos de 

las fuentes indicadas (Gurrola, fil l!!. 1989). El agua utilizada fué bidastilada en 

cuarzo en el laboratorio. 

1.Sfntasls qufmtca da péptldos 

Los péptidos se sintetizaron siguiendo el método descrtto pcr Marrtlield, para ta 

slntesls qulmlca de péptidos en fase sólida utilizando procedimientos manuales. 

(Merrtfiald, fil & 1963., Mitchell, !11 fil. 1978). Todos los N-ter·butiloxicarbonil 

aminoácidos (Boc-aminoácidos) y los ter-Boc-amlnoácidos·Roslnas (poliestireno 

derivatizado con grúpos qufmicos reactivos aminados o haJogenados) fueron 

adquirtdos de Penlnsula Corporation {California, USA). 

2.Acoplamlanto 

las reacciones de acoplamiento fueron llevadas a cabo con 3 excesos molares do 

t-Boc·aminoácido y diciclohexilcarbodiimida (DCC) ésta última como agente acoplan

te, hidroxibenzotriazol como agente anlirracemizante, didorometano, 2·propanol y 

dlmetilformamida como solventes. 

3.Dasprotaccfón 

la remoción de los grupos protectores (t·Boc) de los aminoácidos se llevó a cabo 

con ácido trilluoroacéticc al 50% en diclorcmetanc por espacio de 30 minutos en 



agitación. 

Cada uno de los pasos de clesprotección y de acoplamiento fueron monitoreados 

por medio de la prueba de ninhldrina (Sarin, fil ª'· 1984). y el ciclo de acoplamiento 

fué repetido hasta que la prueba de ninhidrina fuera negativa. 

Los péptidos sintetizados fueron separados de la resina por tratamiento drástico 

con ácido lluorhldr1co (HF)(10 mL de HF/g de péptido·resina) por 30 minutos a 4 ·e 
usando aniso! (1 mUg de péptido-resina). Posterior a la ruptura, la mezcla de 

péptido resina fué lavada con 30 mL de eter y finalmente el péptido fué extraido 

con ácido acético al 5%. El material obtenido fué liofilizado y guardado a -20 ·e 

hasta su utilización. 

4.Purlllcaclón de pdptldos 

Los péptidos fueron purificados por cromatograf!a liquida de alta presión (HPLC) a 

través de una columna de fase reversa C18 usando un gradiente linoal de O a 60 

% de acetonitri1o en 60 minutos, la fase mobil para equilibrar la columna fué 0.1 % 

de ácido trifluoroacético (TFA) en agua a un flujo de 1 mUmin en un crornatógrafo 

liquido de alta presión marca Beckman con un controlador modelo 421A, 2 bombas 

modelo 114M, un detector de longitud de onda variable UVNIS modelo 165 y un 

Integrador modelo 427. 

5.Anéllsls de aminoácidos 

La composición de aminoácidos de cada uno de los péptidos fué obtenida por 

análisis do los feniltiocarbamil derivados de los aminoácidos (Brian, fil ;:il 1984) 

dospués de la hidrólisis con ácido ctorhidrico (HCI) 6 normal a 110 'e por 20 horas. 
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6.Acoplemlento de péptldos a protefnas acarreadcras 

Una cantidad de 2 mg de pélido fué acoplado a 1 mg de albumina sénca bovina 

(BSA) y tiroglobulina bovina usando 13 mg de agente acoplante (1-etil-3 (3-

dimetilaminopropil) carbodiimida hidrodoruro soluble en agua), disuelto en agua. La 

mezcla se dejó reaccionar por 2 horas can agitación a temperatura ambiente y la 

reacción se terminó por diálisis contra agua por 24 horas. 

7.Protocolo de Inmunización 

Grupos de 5 ratones hembras (cepa CD1) de 4 semanas de edad fueron inmuniza

das subcutnneamente en el lomo con los péptidos sólos ó acoplados a un acarrea

dor (100 µgtratón). La primera inmunización se realizó con adyuvante completo de 

Freund e inmunizaciones posteriores cada 15 dias con adyuvante incompleto. 

Los ratones fueron sangrados cortandoles la punta de la cola después de la tercera 

Inmunización. De la sangre obtenida se separó el suero el cual fué congelado a 

-20 ·e hasta su utilización. 

O.Ensayo lnmunoenzlmátlco (ELISA) 

Reactividad de sueros antipóptido 

Placas de vinilo de 96 pozos (Costar 2596) fueron recubiertas con péptido, péptido 

acoplado a un acarreador (BSA) diferente con el que se inmunizó ó toxina 11-9.2.2 

(100 uL de una solución de péptido de 50 ug/mL, 100 uL de una solución de 

conjugado de 5 ug/mL ó 100 uL de una solución de toxina de 3 <JgimL) en amorti

guador de bicarbonato de sodio 20 mM pH 9,4. Se saturó la placa con 150 uL do 
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una solución de 1 o/o de BSA por 4 horas a temperatura amlJiante. Los sueros 

fueron diluidos (1:50 ó 1:100 veces) en una solución de amortiguador do fosfato 

salino 20 mM pH 7.8 (PBS). Se colocaron 100 ul de cada dilución del suero en los 

pozos correspondientes y se dejó reaccionar por 2 horas a 4 t. Se lavó la placa 5 

veces con PBS 20 mM pH 7.8 + 0.1 % de Tween-20, se anadio 100 ul por pozo 

del segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (lgG de conejo anti-ratón) dejándolo 

reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente. 

La placa so lavó 5 veces con PBS -+ 0.1 % de Tween-20 y se reveló con una 

solución de ortofenilendiamina (0.4 mg/ml con 0.4% de peróxido de hidrógeno). Se 

determinó la absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA (BIO-RAD 2550). Como 

control negativo se utilizó suero normal de ratón. 

9. Titulación de sueros antlpéptldo 

La determinación del titulo de los diferentes sueros antipéptido se realizó por el 

método de Inmune Ensayo Enzimático (ELISA) adheliendo a la placa una cantidad 

constante do póptido,(100 uL de una solución de 50 µgtml), péptido acoplado a un 

acarreador diferente con que se inmunizó,(100 ul de una solución de 5 uglmL) ó 

toxina nativa 11-9.2.2, (100 uL de una solución de 3 ug/ml) y las diluciones 

seriadas de los sueros antipéptido desde 1 :50 hasta 1 :6400. El titulo se determinó 

como la dilución del suero que produjo al menos la milad de la absorbancia 

máxima. Como control negativo se utlizó suero normal de ratón. 
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10.0btenclón de lnmunoglobullnas de ratón. 

Para la obtención de lnmunoglobulinas se siguió el método de Garvey. (1977). 

Se sangraron 50 ratones de la cepa CD1 de aproximadamente 30 g para obtener el 

suero correspondiente. 

Las lnmunoglobuhnas se precipitaron con sulfato de amonio al 35% de saturación. 

Se centrifugó a 10,000 g y la pastilla obtenida se ro suspendió en el mínimo 

volumen de amortiguador tris·HCI 25 mM, NaCI 80 mM. pH 7.95. Se dializó con 4 

cambios de 600 ml del amortiguador anterior y al término de la diálisis se centrifu· 

gó a 10,000 g eliminando el precipitado obtenido. El sobrenadante se aplicó a una 

columna de DEAE-celulosa (30 cm de largo x 1 cm de diámetro interno) utilizando 

como eluyente amortiguador de Tris-HCI 25 mM, NaCI 60 mM pH 7.95. 

11. Prepareclón de con¡ugado, lnmunoglobullne de cono¡o-antHnmunoglobull· 

na da ratón-peroxldesa (RAM-POD). 

Para la obtención del conjugado (RAM·POD), se siguió el método de Nakame, 

(1979). Se disolvieron 5 mg de peroxidasa de rábano en 1 ml de amortiguador de 

carbonato de sodio 300 mM pH 8.1 recién preparado. Se a~adieron 100 ul de 

solución de dinitrolluorobenceno al 1% en etanol. Se dejó agitando suavemente 

durante 1 hora en la obscuridad y se anadió 1 ml de solución de periodato de 

sodio O.OS M. Se mezcló suavemente por 30 minutos y se agregó 1 ml de 

etilenglicol 0.16 M dejando una hora en agitación suave en la obscuridad. Se dializó 

contra 1 litro de amortiguador de carbonato 0.01 M pH 9.5 con tres cambios. Y se 

a~adió 7 .5 mg de anticuerpo de conejo anti-ratón purificado y se dejó en agitación 

suave durante 3 horas. Se dializó contra un amortiguador do fosfatos pH 7.5 y se 
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diluyó a 200 µg/mL de protelna en PBS pH 7.8 y albumina sérica bovina al 1%, se 

guardó en la obscuridad a -20 ·c. 

12. Determinación de te dósls letal media (DLSO) de le toxina 11-9.2.2 

La determinación se realizó inyectando por vla lntraperitoneal, en ratones de la 

cepa CD1, diferentes dosis de toxina (1 ug, 0.5 ug, 0.25 µg, 0.125 ug y 0.065 µg 

por cada 20 gramos de ratón utilizando 1 O ratones por dosis). Se graficó el 

porcentaje de ratones muertos en función del logaritmo de la concentración de 

toxina y se determinó el punto obtenido al 50 % (DLSO). 

13. Ensayos de nautrallzacfón en terceros 

Grupos de 10 ratones de la cepa CD1 fueron inyeelados intraperitonealmenle con 

una mezcla de 200 uL de suero antlpéptido que contenía una DLSO da toxina 11-

9.2.2 previamente incubados a 37 ·e por 1 hr con agitación. Los ratones fueron 

mantenidos en observación por 1 semana. 

14. Desafío de ratones Inmunizados. 

Diez días después del ullimo refuerzo con el péplido cada grupo de ratones fué 

desafiado con 1 LOSO de toxina nativa. 

La inyección fue realizada intraperitonealmente. Como control se inyectaron ratones 

no inmunizados con la misma cantidad de toxina para comparar la sintomatología 

de los animales inmunizados. 

Los ratones fueron mantenidos en observación durante 15 dias. 
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RESULTADOS 

1.· Slntesls y purificación de péptldos 

Antes da iniciar la descripción de los resultados obtenidos es oportuno mencionar 

cuales fueron los criterios utilizados para la selección de los fragmentos peptldicos 

correspondientes a la toxina 11·9.2.2 (Tabla 1 ). El criterio que prevaleció fué un 

criterio lógico y experimental, basado en resultados previos del laboratorio obtenidos 

con la noxiustoxina (Gurrola, 1989., Vaca. 1988). 

El primer criterio consistió en seleccionar secuencias sobrelapadas que comprendie

ran prácticamente toda la estructura primaria de la toxina 11·9.2.2. 

En segundo lugar el tamano do los péptidos en cuanto al número de residuos de 

aminoácidos deberían ser igual ó superior a seis, debido a los resultados previos de 

la tesls de Luis vaca, los cuales indicaban que solamente péptidos iguales ó 

superiores a esta longitud de cadena podían desplazar de forma electiva el pegado 

de la noxiustoxina a anticuerpos monoclonales. 

Tercero. la región N·terrninal había sido demostrada ser el sitio tóxico de la 

noxiustoxina (Gurrola, 1989) y por lo tanto esta región deberla recibir mayor 

atención. Por otro lado, la región comprendida entre los residuos 50·60 es allamen· 

te hidrofóbica. Esto harla muy dificil solubilizar los péptidos para trabajar en 

solución y por lo tanto, en una primera fase se evitó sintetizar péplidos con esta 

secuencia de aminoácidos. 
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TABLA l: PEPTUXlS CORUSPONDlEN'l'ES A U. SECUENCIA D~ LA TOXINA 11-9.2.2 

Piptldos l 10 20 JO 40 50 60 66 
11-9. 2. 2 llGYLVDvrrccract.llCDKDTCUECl:QQG'YIGAGCf.CTAYACWCTHLTEQA.l VVPLPtrolCS 

n-9 .z.zl-lO lECYLVDDrT 

ll-9 .z.zl-l4V l-GTLVDDITCCU 

ll-9.2.24-14 

II-9.2.2l0-ZJ 

11-9.2.21-27 

ll-9,2.217-25 

ll-9.2.222-36 

ll-9.2.23~40 

YLVDDrIGCn 

t.ncotmtc 

1DTCJ.ll(XQQGnG 

GAGGfCTMACWC 

PH1'115C 

Los péptldos ne sintetizaron siguiendo el 111étodo reportado por Herrffield, (l96J) 
para la RÍDlcRlfl de péptldos en [ase s611da. l.os números en los subfndiccs rcpre
R:?ntan l.'I po!1lcli'i11 de 111!1 .1111lnoácldoR en la sccucncla de la toitlna TI-9.2.2. 
l.a aecuenci:1 del péptido l-14V carece del .ícJdo F,lutá1dco rn la posición nú111ero 
2 pot" lo que en esta poRiclón se locallu un guión que Indica la falta de este 
a111ino.'icldo. 



29 

Finalmenle, los péptidos slnlelizados corresponden al mayor Indice de hidrofil/cidad, 

calculado de acuerdo al método de Hoop y Woods (t 981 J. para determinar posibles 

sirios antlgénlcos de prorelnas. 

Con estos criterios se seleccionaron de la secuencia de la toxina 11-9.2.2 del 

alacrán Cenirur<lliiM. noxius 12 pép!idos para su slnlesis siguiendo la melodologia 

reportada por Merrifield (1963). para la slnresis de péplidos en fase sólida (Tabla 1 ). 

Después de la separación de la resina por tratamiento con HF, tos pilplidos fueron 

purificados por cromarografla llquida oe alta presión ó alta resolución (HPLCJ a nivel 

analítico y semipreparalivo a través de una columna C18 de fase reversa, como se 

puede ver en los cromatogramas (Fig.1-3). 

A excepción del péplido t-10 y 17-25 en lodos los demás obtuvimos un componen

te cromatográfico principal en HPLC. 

Para determinar la pureza de los pépfidos sintetizados se delorminó la composición 

de aminoácidos de los péptidos sin purificar asl como del pico principal del péptido 

purificado por HPLC. Como se puede observar en la labia 2 la composición de 

aminoácidos obtenido de los péptidos sin purificar es muy cercana a la composición 

esperada, a ar.capción del péplido 1-14V al cual le falló el glulámico 2 por lo cual 

fue necesario volver a sintetizar este péplido y como se observa el péplido 1-14N si 

contiene la composición de aminoácidos esperada. 

Asl mismo como se observa en la tabla 3 la composición de aminoácidos de los 

picos principales en la purificación por HPLC es muy similar a la composición de 

aminoácidos esperada. 

Estos resultados fueron confirmados por la secuenciación automática del pico 

principal de algunos de los p6plidos sinlelizados (1-10, 1-14V, 22-36, 30-40), como 
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Tabla 2: A.oáliats de aalnoicidoa de loa P'Jltidoa coC'reapondlentee a la Recuen 
cia de la tOllin& 11- 9.2.2 del alacrin Centruroldee nod.ua. -

Péptido 1-10 1-1411 1-14Y 1-27 lG-27 22-36 30-40 6l-6SC1 61-6SC2 4-14 17-ZS 

Aa 

e 

T 

T 

c. 

L 

IOEOEOEOEOEOEO 

2 1.7 2 2.D 2 1.6 S S.1 3 3.1 2 1.S 

1 0.9 1 0.9 l o.o 2 1.7 l 0.9 l 2.9 2 1 .. 4 

1 1.0 2 2.4 2 2.2 3 3.7 2 z.s z 2.6 4 4., 

1 O E O 

l 1.2 1 1.9 2 1.4 3 J.O 

1 1.0 1 0.9 

1 1.4 1 1.3 

Compoalclóa de aalnoácldc.a de loa péptidos alatétlcoa aln purificar obteolda de.pu'• 

de La hidr61ieia con ácido clohÍdrico 6 nonMl a J IO•c por 20 horaa. 

Aa• aalnoácldo E• yalor esperado O-Valor obtenido 
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Tabla l: An.lliab de ~cidoa de loa ca.poaeateo priac:ipalea de loa pépti 
doa purUicadoa por BPLC. -

p¡ptldo 1-10 l-14N l-14V 1-27 lG-27 22-36 JD-40 61-6SC1 61-65C2 4-14 17-15 
.&a _E O B O E O E O B O B O K O E O B O E O E O 

D 2 2.4 2 2.0 2 3.2 s s.o 3 3.7 2 1.7 l 1.2 1 1.6 2 2.7 J 3.5 

g t o.a 1 l.J 1 o.o 2 1.6 t o.e J 2.e 2 t.J 

l o.9 l o.9 

C 1 1.2 2 Z.7 1 2.0 3 J.S 2 2.5 2 2.0 4 4.5 l 1.0 l l.S 

a l 1.4 Ll.3 l 1.0 ~~(_1.9 1 1.1 

1 1.1 1 1.0 1 1.0 1 1.0 1 1.s 
'>•:. ~ 

T 

A 1·0~, .. ~·7.- . .:·:~.-·-·--

-:::L J/i.~1 1":·1~3 .,,, ,:: 
1 o.a 2 1.s z 1•7 .,, 3·-:j~f (:"Lo ·-/i\~!S-:· z ;é~- ~:.::~_:-~ \Yi~~ ·~ ~z 1.e 1 o.s 

V 1 Q.9 {~.9,~~ l~~:lé·Llf~ '·'· ; - - - ·· - - -
1 o~4 •'l o::ú J-:L·9 ··3·--0-.a 2 2~'3· - - -

L 1 0.6 -~l l¡l 't 1.0 -4 J.7 3 2.7 l 1.1 

- - - - - - L 1.0 

l~O.l 1 0.1 i-o.J l 0.2 

l 0.9 2 z.s 

r;. 22.0 32.8 33.4 45.6 22.4 22.J 22.5 11.l 11.0 22.4 10.1 

cOll:Poatci6a de' a•iooicldoa de loa ca-poneatee principales de loa péptidoa ointi -

ticoa purificados por HPLC obtenidos despuEs de la hidrólisis con icido clorbÍdrico 

6 aoraal • 110•c por 20 horas. 

A.a• aainoác ido E• valor esperado O- valor obtenido 
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se presenta en la tabla 4. 

Asl mismo en las figuras 1-3 el asterisco arriba del componente cromatográfico del 

perlil de HPLC Indica la posición del péptido esperado. 

Debido a problemas de solubilidad el péptido 35·48 no se caracterizó quimicamente 

ni inmunologicamente. 

2.· Caracterización Inmunológico de péptldos sintéticos 

a. Obtención de anticuerpos ontlpéptldo 

Debido al número de animales experimentales que tendríamos que manejar si 

utilizaramos lodos los péptidos sintéticos, en esta tase nos concretamos únicamente 

a caracterizar inmunologicamente 7 de los 12 péptidos disponibles. Estos péptidos 

son: 1·10, H4V modilicado, 1·14N sin moditicar, 22·36, 30·40, 1·27, 61·65c2 

acoplados a tiroglobulina y 1-27 sin acoplar los cuales fueron utilizados para 

obtener anticuerpos antipéptido con el esquema de inmunización descrito en 

materiales y métodos. 

Después del último refuerzo los ratones fueron sangrados y el suero fué separado y 

congelado hasta su posterior utilización. 

Para determinar si teníamos anticuerpos an!ipépUdo en los sueros obtenidos se 

probó la reactividad de los mismos contra 5 ug/ml de péptido acoplado a BSA en 

un ensayo de ELISA, diluyendo el suero 1/100 veces. Como se observa en la figura 

4 todos los péptidos fueron capaces de inducir anticuerpos. 
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Tabla:4 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE PEPTIDOS PURIFICADOS POR 

HPLC DE LA SECUENCIA DE LA TOXINA 11·9.2.2. 

Péptido Aminoácidos idenlificados 

10 

1-10 KEGYLVDKNT 

13 

1-14V KGYLVDKNTGCKY 

22 26 

22·36 NDYCL 

30 34 

30·40 KQQGY 

La secuencia de aminoácidos fué obtenida con el componente principal en los 

péplidos 1-14V, 22·36, 30-40 y con el componente numero uno en el péptido 1-10. 
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Loo eueros antipéptido [ucron obtenidos cu ratones de la cepa COI 
inyectando el péptldo sólo ó acoplado a un acarreador. 
Los eueroe fueron diluidos 1/100 vecee y ensayados por ELtSA contra 
S µg/al de péptido acoplado a un acarreador diferente con el que ee 
irtlllmhó pegado a la placa. 
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b. Tltulaclón de anUcuerpos anUpéplldo 

Los sueros fueron titulados haciendo diluciones seriadas desde 1/100 hasta 

1/6400 y ensayados por ELISA contra una concentración fija de péptido acoplado a 

BSA (5 !Jg/ml). Como se va en la figura 5 todos los péptidos Inducen altos títulos 

da anticuerpos. 

Asl mismo se probó la raaelividad de los sueros antlpéptido contra el péptido 

solo (SO !Jg/ml) pegado a la placa da ELISA diluyendo al suero 1 /50 vacas. Como 

se observa en la figura 6 todos los sueros antipéptido raccionaron positivamente 

contra los péptidos solos. El péptido más pequana (61-65C2) fué al que dió resulta

das más bajos. 

Inmediatamente después los sueros fueron titulados contra una concentración fija de 

péptido (50 !Jglml) haciendo diluciones seriadas desde 1150 har.ta 113200 y 

ensayados por ELISA. Como se puede ver en la figura 7, a excepción del péptido 

61-65C2, todos los demás péptidos inducen altos títulos de anticuerpos antipéptido 

que reconocen al péptido salo. 

c. Aeconoclmlonto de la toxina nativa 

Con el fin de saber si los anticuerpos antipéplido reconocian a la toxina nativa so 

valoró la reaelividad de los sueros antipéptido a una dilución da 1150 veces y 

ensayados por ELISA contra 3 !Jg/ml da toxina nativa 11·9.2.2. Coma se ilustra en 

la figura 8 a ésta dilución la mayoría de los sueros anlipéptido reaccionaron 

positivamente contra la toxina, destacando la reactividad obtenida con el suero 

antipéptldo 1-14N sin modificar y 1-275 obtenido con el peplido sin acarreador. 
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Fig. S TlTULA.ClON DE SUEROS ANTlP~PTlOO 

Loe sueros fueron diluidos en dlluc:iones nerladas desde 1/100 haetu l/6400 y 

ensayados por ELISA contra 5 JJ&/1111. de pépt:ldo acoplado a BSA. 
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Fig. 6: Rf..ACTIVJDAD DE SUEKOS MITIPEPTIDO OBTENIOOS CON ACAARP.ADOR CONTRA 
EL PEPTlOO SOLO. 

Loe sueros fueron dlluidoo 1/50 veces y enoayadue por i!:l.ISA contra SO µy,/.t. 
de péptido pegado a la placa. 
Loe valoree graficadoe corresponden a lectul"a11 directas a 492 na. 
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Plg. 1 TlTUI.AClON DE SUEROS ANTIPEPTU>O CONTRA Et. PEPTIOO SIN ACARRBAOOR 

Los sueros fueron dlluldos en diluciones seriadas desde 1/50 hasta 1/3200 
y enaayadot1 por ELISA contra SO ,ug/al de péptido. 
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Pig.8: RECONOCIJUl!HTO DE ANTICUERPOS AJITI.PEPTIOO A LA TOJ:IHA 11-9.2.2. 

Loe nueroe nntipéptido fueron diluidos 1/50 veces y eneayadoo por ELlSA 
contra 3 pg/al de t.ox.ina nativa 11-9.2.2 del alacrán Geotruroldee no:dun 
pegado a la placa. -
COiia cont.rol poaitivo se ut1U~6 euero policlonal a.ntl-tod.na 11-9.2.2 
diluido l/50 veceti. 
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Posteriormente los sueros fueron titulados haciendo diluciones seriadas desde 1/50 

hasta 1 /6400 y ensayados por ELISA contra una concentración fija de toxina nativa 

11·9.2.2 (3 ¡Jg/mL). Como se observa en la figura 9 únicamente los sueros antipépti· 

do 1-14N y 1 ·27S tienen altos titulas de anticuerpos que reconocen a la toxina 11· 

9.2.2. Los sueros 1·27T, 1-14V, 1-10 muestran títulos bajos de anticuerpos y los 

sueros antipéptido 22·36, 30·40, 61·65 C2 no tienen una cantidad importante de 

anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina. 

3.-Pruebas de neutrallzsclón de la toxina 11·9.2.2 por anticuerpos anllpéplldo. 

Después de obtener el volumen necesario de suero antipéptidO se realizó una 

prueba de neutralización de la toxina 11·9.2.2 por los anticuerpos antipéptido en 

terceros ratones. Para este experimento grupos de 1 O ratones de la cepa CD1 

tueron inyectados intraperitonealmente con 200 ;iL de suero que contenía una 

LOSO de toxina. Esta mezcla fué preincubada con agitación a 37 'C por una hora e 

inyectada inmediatamente. Como se observa en la tabla 5 únicamente los sueros 

antipéptido H4V modilicado, 1·27S y 1·27T parecen contener anticuerpos antipépti· 

do que de alguna manera contrarrestan el efecto de la toxina 11·9.2.2. 

4.-Desalfo !.!! vivo de ratones prelnmunfzados con pépttdos sintéticos. 

Finalmente los ratones inmunizados fueron desafiados con una dosis letal 50 de 

toxina 11-9.2.2. Como vemos en la tabla 6 únicamente en el grupo inmunizado con 

el péptido 1-14V modiflcado lograron sobrevivir 4 de los 5 ratones inmunizados lo 

cual parece concordar con el experimento de neutralización en terceros. 
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Pig. 9 Tl'tUtACION DE SUEROS AHTIPEPTll>O C0HTRA LA TOXINA NATIVA 11-9.2.2 

Loe sueros fueron diluidofl en dlluclonen seriadas desde l/SO hneta 1/6400 
y ensayados por ELISA contra 3 üg/aJ de tollina nativa ll-9.2.2. 



45 

Tabla:S PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE lJ\ TOXINA NATIVA 11·9.2.2 

CON SUERO POLICLONAL ANTIPEPTIDO EN TERCEROS RATONES 

Suero anlípéptido Número de sobravlVlentes• 

1-10 3/10 

1·14N 3/10 

1-14V 7/10 

22-36 6/10 

30·40 1/10 

1·275 7/10 

1-27T 8110 

61-65c2 4/10 

suero pralnmune 5/10 

Grupos de 10 ralones de la cepa CD1 fuoron inyectados intraperilonealmente con 

200 uL de mezcla de suero anHpéptida y una LOSO de toxina naliva 11·9.2.2. La 

mezcla de suero antipéptida y loxina nativa lué incubada con agitación a 37 'C por 

una hora e inyectada inmediatamente. 

Los ratones fueron mantenidos en observación por una semana. 

• Indica número de ratones vivos sobra número total de ratones. 
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Tabla 6:0ESAFIO DE RATONES INMUNIZADOS CON PEPTIOOS SINTETICOS 

CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DE LA TOXINA 11·9.2.2 DEL 

AlACRAN Centruroldes noxlus. 

Péptido sintético número de sobrevivientes• 

1-10 315 

H4N 214 

H4V 4/5 

22·36 315 

30·40 315 

1·27S 0/5 

1·27T 215 

Sin péptido 316 

El desatio de los ratones se realizó con una LOSO de toxina nativa 11·9.2.2 Inyecta· 

da intrap1uilon9almenta. Los ratones se mantuvieron en observación constante por 

espacio de 4 horas y fueron sacrilicados 15 dias después del experimento. 

El tiempo promedio al cual murieron los ratones control lué de 1 hora. 

• Indica número de ratones vivos sobre número total de ratones. 
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DISCUSION 

1.-Sfntesls, purl!lcaclón y carecterlzaclón de péptldos correspondientes a la 

toxina 11-9.2.2. 

Como se mencionó en la sección de resultados se tomaron varios criterios para In 

selección de los péptldos sintetizados que corresponden a secuencias de aminoacl· 

dos sobrelapadas de la toxina 11·9.2.2 del veneno del alacrán CentrurolQ~ noxiu3.,. 

Todos los pasos de acoplamiento y desprotección en la slntesis de péptidos fueron 

seguidos por la prueba de ninhidrina para delectar grupos aminas libros. En la 

desprotección con ácido trifluoroacético al 50% se observó que con 30 minutos es 

suficiente para eliminar el grupo Boc de todos los aminoácidos. 

Por otra parte en el paso de acoplamiento de los aminoácidos se encontró que con 

un cicio de 2 horas y 3 exc·-,!iOS me 1:-1res de aminoácido era suficiente para la 

mayorla de los aminoacidos excepto para la asparagina ó cuando se trataba de 2 

aminoácidos muy hidrofóbicos en donde fué necesario algunas veces repetir 3 

veces el ciclo de acoptamiento. 

El péptido 1·14 fué sintetizado 2 veces debido a que en la primer síntesis desalar· 

tunadamente el acido glutámico 2 no se pegó a la glicina 3 como lué comprobado 

por análisis de aminoacidos tablas 2 y 3 y por secuenciación automática de Edman 

tabla 4. 

Es importante comentar que los 2 péptidos del extremo carboxilo terminal sintetiza

dos (61·65 C1 y C2) contienen la composición de aminoácidos correspondiente a 

esa región de la toxina Sin embargo, la secuencia de aminoácidos es diferente 
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como se obse;vó on la tabla 1. ES1o se debe a que en el momento en quo se 

realizó la síntesis no se conocía exactamente la secuencia de los últimos 3 

aminoácidos de este extremo de la toxina 11·9.2.2. 

Sin embargo, como se conocla la composición de aminoácidos y la pos.ición de los 

tres prtmeros aminoácidos (P·N·K) y la del último (C) se sintetizaron dos secuencias 

en la cual una serla la verdadera y la otra contendría una Inversión interna de 

posición. Otra razón para sintetizar la región e-terminal es el conocimiento de la 

estructura tridimensional de la toxina varianle 3 del alacrán Q. sculoturatus {Fonteci· 

lla·camps, 1980). 

La difracción de rayos-X indicaba que la región C-terminaJ se encuentra próxima a 

la región N·terminal y además es una reglón expuesta de la molécula. 

Al purificar los péptidos sintelizados por HPLC en una columna de fase reversa C18 

a nivel analítico y semipreparafivo con un gradiente lineal de 0-60% de acelonitrilo, 

a excepción del péplido 1·27, en todos los demás hubo una buena separación. No 

fué necesario racromatografiar. los componentes separados o modificar el gradiente 

como ocurrió con el péplido 1·27 en donde fué necesario modificar el gradiente, 

haciéndolo más rápido al inicio de o a 30 % de acelonitrilo en 5 minutos y hacién· 

dolo más lento en la concentración de acetonitrilo en donde salían los componentes 

sobrepuestos, obteniendo con esto un componente principal bien separado Fig. 3. 

Por otra porte en 1 O de los 12 péptidos se obtuvo un componente cromalográlico 

principal el cual corresponde por arriba del 60 % del péplido total (señalado con un 

asterisco en tos cromatogramas de las Fig. 1 a 3. 
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Cuando se determinó la composición de aminoácidos de los péptidos sin purificar 

como se vló en la tabla 2, la composición de aminoácidos obtenida fué muy 

parecida a la composición esperada. Para los péplidos que conlienen cisteina por 

lo general en todos los análisis el valor obtenido fué bajo. Esto se debe a que la 

cistefna se modifica facilmente de manera que para obtener un valor más exacto es 

necesario oxidar la muestra antes de hidrolizarla y posteriormente cuantificar las 

cistefnas como ácido cistelco. 

Como se observó en la tabla 2, al realizar el análisis de aminoácidos de los 

péptidos no purificados, los péptidos pequenos tienen la composición de aminoáci

dos muy parecida a la esperada y que la composición va difiriendo de lo esperado 

conforme aumenta el número de residuos en el péptido. 

Esto es de esperarse dado que al aumentar el número de residuos aumenta 

también el impedimento estérico y esto hace que algunas de las cadenas polipepti

dicas que se están formando queden alteradas. 

Al realizar el análisis de aminoácidos de las componentes cromatográficos principa

les de los 10 péptidos purificados por HPLC ~n los cuales se obtuvo un componen

te principal, como se puede observar en la tabla 3, la composición de aminoácidos 

obtenida fue muy similar a la composición esperada, a excepción de la cistelna, 

como ya comentamos anteriormante; en este sistema arroja valores bajos. 

En los 2 péptidos restantes 1·10, 17-25 (Figs. 1 y 2) en donde obtuvimos más de 

un componente principal ( 2 y 3 ) respectivamente fué necesario realizar el análisis 

de aminoácidos de cada uno por separado. 

En el péptido 1-10 se encontró que el pico 1 es el que tiene la composición 

correcta y corresponde a la misma cantidad que el segundo pico principal el cual 
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por este tipo de análisis se encontró que le faltó una lisina. 

Con respecto al péptido 17-25 el componenete que contiene la composición de 

aminoácidos esperada es el pico 3. 

Para determinar la composición exacta de aminoácidos es necesario realizar el 

análisis de aminoácidos a diferentes tiempos de hidrólisis de la muestra (20, 40, 72 

hrs), con el fin de calcular el porcentaje de degradación de los aminoácidos más 

lábiles a la temperatura y extrapolano a tiempo cero. 

Estos resultados fueron confirmados por secuenciación automática de Edman en 

los péptidos 1-10, 1-14V, 22-36, 30-40. En el caso del componente 1 del péptido 

1-1 O se comprobó que no falta ningún aminoácido lográndose secuenciar desde el 

primer hasla el último aminoácido tabla 4. Sin embargo, al tratar de secuenciar el 

componente 2 de eSle mismo péptido no se pudo realizar debido a que al parecer 

se encuentra bloqueado por la ciciización del glutámlco 2 comprobándose el 

resultado del análisis de aminoácidos que el aminoácido que faltaba en este 

segundo componente es la lisina 1. 

Otro péptido que se pudo secuenciar totalmente fué el 1-14V el cual al realizar el 

análisis de aminoácidos del pico principal obtenido por HPLC como se vió en la 

tabla 3 se obtuvo un aspánico más de los esperados. Sin embargo, al realizar la 

secuencia el número de aspárticos fué el esperado. Asf mismo se confirmó que 

falta el glutámico 2 como fue observado en et análisis de aminoácidos del péptido 

sin purificar y del componente principal obtenido por HPLC. 

Con los péptidos 22-36 y 30-40 solamente se logró secuenciar los primeros 5 

aminoácidos (NDYCL), (KQQGY) respectivamente. En el caso del péptido 30-40 
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en donde la composición de aminoácidos la glutamina salió baja se comprobó que 

si se encuentran las 2 glutaminas esperadas. 

Nuestros resultados indican que al análisis qu!mlco de la composición de aminoáci

dos de un péptido obtenido por hidrólisis ácida y la determinación directa de la 

secuencia por degradación automática de Edman son dos técnicas complemenla

rias, que tomadas en conjunto son suficientes para verificar de terma inequlvoca la 

naturaleza qulmlca y la pureza de un péptido sinlético. 

lntellzmente, por motivos técnicos (el secuenciador dejó de tuncionar por un largo 

periodo de tiempo) no tué posible obtener la secuencia directa de aminoácidos de 

todos los péptidos sintetizados. Sin embargo, la mayorla de los autores consideran 

como critério suficiente de pureza trabajar con péptidos sintéticos separados por 

HPLC (Tam, 1988., Stewart,_.fil fil. 1984). De la misma terma, cuando el análisis de 

aminoácidos obtenido del pépttdo purifK:ado por HPLC está cercano a! teórico 

esperado se considera como critório suficient9 para asumir que el péptido sintético 

corresponda al péptido esperado. Este criterio de pureza es todavía más justificado 

para estudios de tipo inmunológico, puesto que la obtención de anticuerpos (ó 

anticuerpo) que reconocen al péptido sintético y a la proteína nativa al mismo 

tiempo son una indicación funcional que soporta la autenticidad del péptido obteni

do, de acuerdo a! modelo disonado. De esta forma, creemos que todos los péplidos 

disonados y sintetizados, como objetivos de esta tesis, tueron obtenidos en cantidad 

y calidad suficiente para justificar plenamente los datos experimentales obtenidos 

con ellos, de acuerdo a lo que se discutirá a continuación. 
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2.-0btenclón y caracterización de anticuerpos anllpéptldo $lnlétlco. 

La inducción de anlicuerpos contra péptidos sintóticos muy pequeñas es dillcil por 

lo cual lué necesarto acoplar los péptidos a una proteína acarreadora. Esto se 

realizó utilizando carbodiimida soluble en agua como agente acoplante. 

De los sueros antipéptido obtenidos mediante el esquema de inmunización mencio· 

nado en Materiales y Métodos se determinó la reactividad a una dilución fija del 

suero y posteriormente se realizó la titulación del mismo contra una concentración 

fija de péptido acoplado a un acarreador dilerante al utilizado para la inmunización. 

En la figura 4 y 5 se demuestra que todos los sueros tienen una buena reactividad 

y altos títulos de anticuerpos antipéptido. Sin embargo, ¿toda la reactividad y el 

titulo obtenido de los sueros se debe a anticuerpos antipéptida, ó también a 

anticuerpos anli-dicicfoalkilurea obtenida como un subproducto de reacción de la 

calbodfimlda soluble en agua utilizada para acoplar et péptido a la proteína acarrea· 

dora y anticuerpos en contra del antígeno modificado químicamente por la calbodii· 

mida soluble en agua. 

Una manera de dilucidar esto fué ensayando los sueros antipéptido contra los 

péptidos pegados directamente a la placa de ELISA. Sin embargo, está reportado 

que anticuerpos antipéptido obtenidos mediante un acarreador no suelan reaccionar 

contra el antígeno solo debido a que el anligeno toma una conformación difarentó a 

la que adquiere en solución y que péptidos pequenos dílicilmente se pegan a la 

placa de ELISA. (Edwars. fil fil. 1989). Sin embargo, ésta era la forma más 

directa de probar si en verdad teníamos anticuerpos anbpéptido, anticuerpos anti· 

agente acoplante 6 anticuerpos anti-antígeno modificado. 
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Al determinar la reactividad y los tílulos de los sueros antipéptido contra el péptido 

sólo como se observó en las figuras 6 y 7 obtuvimos buena reactividad y altos 

titulas de anticuerpos, aunque es importante comentar que la reactividad y los 

titules obtenidos en este experimento fueron más bajos con respecto a la reactivi

dad y Htulos obtenidos contra el péptido acoplado a un acarreador. 

La única excepción fue el resultado obtenido con el suero antipéptido 61-65 C2. 

Pensamos que la baja reactividad y titulo del suero antipéplido 61-65C2 puede 

deberse a que tal vez como está reportado, el péptido 61-65C2 pudo no haberse 

pegado a la placa de ELl5A en la misma cantidad que los demás péptidos debido 

a que es un péptido peque~o de solamente 5 residuos de aminoácidos. 

Es interesante comentar el resullado obtenido en la determinación de la reactividad 

y titulo del suero anlipéplido 1-275 obtenido sin acarreador inyectando el péptido 

solo. 

Esperabamos que el suero antipéptido 1-275 diera mejor reactividad y titulo al ser 

ensayado por Ell5A contra el mismo antígeno sin acoplar que contra el péptido 

acoplado a un acarreador. Sin embargo, al realizar este experimento obtuvimos lo 

contrario dando mojares resultados en contra del péptido acoplado a un acarreador 

que con el péptido solo. Esto podría deberse a varias razones: la primera es que 

tal vez la cantidad de péplido pegado directam&de a la placa de Ell5A sea menor 

que la cantidad de péptido disponible cuando se poga con un acarreador. 

La segunda es que al pegar el péplido directamente a la placa de ELl5A, el 

péptido no esté muy accesible a los anticuerpos. 

La tercera es que el póptido pegado a la p!aca tome LJna conformación diferente a 

la que toma en solución. 
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Por otra parte la mejor reactlvldad y Ululo obtenido al ensayar este suero antipépli· 

do 1 ·275 contra el mismo antlgeno pero acoplado a un acarreador puede deberse: 

a) Mayor concentración de péptido disponible que cuando se pega directamente el 

péptido a la placa. b) A que el péptido se encuentra más accesible. c) La conforma· 

ción que toma sea más parecida a la que presenta cuando se encuentra en solu· 

clón. 

Una vez comprobado que teníamos anticuerpos antipéptido el siguiente objetivo fue 

ver sl estos anticuerpos antipéptldo eran capaces de raconocer a la toxina nativa 11· 

9.2.2. La figura 8 demuestra que al probar la reactivídad de estos sueros contra la 

toxina existe en todos los sueros anticuerpos que reconocen a la toxina. 

Los sueros antipéptido que mejor reconocen a la toxina 11·9.2.2 son 1·14V, 1·14N, 

1 ·27T, 1 ·275 confirmándose esto cuando realizamos las cuivas de titulación con 

todos los sueros antipéplido obtenidos, (Flg. 9). 

Los anticuerpos antipéplido que reconocen mejor a la toxina son los que corrospon· 

den a los péptidos del extremo amino de la toxina. Claramente podemos obseivar 

que contarme el péptido va siendo más grande (mayor número de residuos de 

aminoácidos) los sueros antipéplido reconocen mejor a la toxina. Los péplldos de la 

parte central de la toxina, entre el aminoácido 22·40 y del carboxilo terminal entre el 

aminoácido 61 ·65, inducen anticuerpos que no reconocen a la toxina. Si compara· 

mas estos resultados con la estructura tridimensional de una toxina del alacrán 

Centruroides sculpturatus, variante 3, para la cual ya se conoce el patrón de 

difracción de rayos-x (Fontecilla·Camps fil fil. 1930,) y tomamos en cuenta que hay 

una Importante similitud en la secuencia de aminoácidos entre las toY.inas de 
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C. Scylp!ura!us y la de Q. noxius (Possanl, 1984) as consistente concluir que la 

porción central de la toxina 11·9.2.2 (residuos 20·40) constituye parte del corazón de 

la molécula menos expuesta. Esto precisamente se ha demostrado para la variante· 

3 de Q. sculpturatus (Fontecilla-Camps 1980). Con relación al pentapéptido C· 

terminal (residuos 61·65) es de esperarse, como ya se ha comentado, que por 

tratarse de un pentapéptido de pocos aminoácidos, con menor probabilidad de 

estructuración secundaria que la de los péptidos con 14 ó más residuos de aminoá· 

cides, era de esperarse que la respuesta Inmune no fuera tan eficiente. 

Es Interesante notar que el péptido 1-14N sin modificar induce mejores títulos de 

anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina naliva que el péptido 1-14V 

(modificado que le faltó el ácido glutámico de posición número 2 ). Esto también era 

de esperarse. Asi mismo cabe resaltar que el péptido 1 ·27 sin acarreador induce 

mejores títulos de anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina, que cuando 

está acoplado a un acarreador. 

3.-Desalfo de ratones con suero Inmune antl-péptldo y desafio !n vivo con 

toxina nativa. 

Antes de desafiar a los ratones inmunizados se decidió hacer pruebas de noutrali· 

zación en terceros ratones, esto con el fin de obtener resultados que nos ayudaran 

a ver si alguno de los sueros anlipéplido que reaccionó contra la toxina 11·9.2.2 era 

capaz de neutralizar1a. ya que in lliYQ se habla observado que el afecto de la toxina 

es sumamente rápido. Esto indica que la toxina es sumamente afln a su sitio 

receptor en el organismo por lo cual tal vez aún cuando tengamos anticuerpos 
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antipép\\do no variamos nada en el desafio directo de los ratones Inmunizados. Por 

lo cual pensamos que preincubando la toxina con el suero se fa.,,orecerla el 

reconocimiento de los anticuerpos a la toxina de modo que al inyectar los ratones 

con esta mezcla posiblemente se podrian obtener resultados más claros. Por 

ejemplo, si los sueros tienen anticuerpos antlpéptldo que reconocen a la toxina los 

animales no morlr!an, lo cual indicarla que estos anticuerpos antipéplido están 

reconociendo el sitio de la toxina con el cual se une al sitio receptor en el organis

mo, además de que la afinidad del anticuerpo antipéptldo por la t~xlna fuese muy 

fuerte de manera que el complejo toxina anticuerpo antipéptido na se disociara. Por 

otra parte si el ratón presentara intoxicación después del tiempo en que lo presen

tan los ratones controles estarla Indicando que a pesar de que los anticuerpos 

antlpéplido se pegan a la toxina, \a unión es muy débil y el complejo toxina 

anticuerpo se disocia facilmente. 

Por otra parte si los sueros tienen anticuerpos antipéptido que se pegan en un sitio 

a la toxina con el cual ésta no se une al sitio. receptor del organismo 6 anticuerpos 

antipéptido que no reconocen a la toxina, los animales moririan al mismo tiempo 

que los organismos controles. 

Al realizar estos experimentos como se observó en la tabla 5 únicamente con los 

sueros antipéptido 1-14V modilicado, 1-27T y 1-275 logró sobrevivir más del 50% 

de la población do los ratones utilizados. 

Curiosamente a pesar de que el péptido 1-14N sin modificar induce altos títulos de 

anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina 11-9.2.2, estos anticuerpos no son 

capaces da prolejer a los ratones del envenenamiento con la toxina, de manera 

contraria el péptido 1-14V modificado a pesar de que no induce altos titules de 
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anticuerpos antipéptido que reconecen a la toxina al parecer estos logran contra· 

rrestar el efecto de la toxina. Esto podría deberse a que estos anticuerpos antipépti

do 1-14V modificado se unen con mayor afinidad que los anticuerpos antipéptido 1· 

14N no modificado. 

Finalmente el experimento que podria corroborar los resuttados obtenidos hasta 

aqul indudablemente era el desafío directo de los ratones inmunizados con los 

péptidos sintéticos. 

Hasta este punto es claro que todos los péplidos inducen altos titulas de anticuer

pos antipéptido, que los sueros antipéptido 1-14N sin modificar 1-14V modificado 

1-275 y 1-27T tienen anticuerpos que reconocen a la toxina 11-9.2.2 y que en los 

ensayos de neu1ralización en terceros, solamente los sueros antipéptido 1-14V 1· 

27S y 1 ·27T parecen tener anticuerpos que neutralizan el efecto de la toxina. 

Al realizar el desafio directo de los ratones inmunizados como se vió en la tabla 6 

únicamente en el grupc inmunizado con el péptido 1-14V modificado logró sobrevi

vir el mayor número de ratones (80 %) sin emL1rgo no podemos decir que este 

péptido 1-14V induzca anticuerpos que neutralizan totalmente el efecto de la toxina. 

Es importante resaltar que los 5 péptldos del extremo amino terminal inducen 

anticuerpos que reconocen a la toxina nativa y que por lo menos uno do ellos 1 • 

14V modificado contrarresta ligeramente el efecto de la toxina, lo cual indica que 

posiblemente es necesario investigar cual es la conformación que toma esta región 

en la toxina nativa para posteriormente sintetizar esta región tratando de que el 

péptido tenga esta estructura tridimensional. 
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4.-Concluslones 

En este trabajo de tesis se reporta la síntesis de 12 péptidos correspondientes a ta 

secuencia de aminoácidos de la toxina 11-9.2.2 del veneno del alacrán .Q.. noxius. 

Los péplidos luoron purificados y caracterizados qulmicamenle. 5iele de ellos lueron 

ulilizados para Inmunizar ratones (albinos, CD1 ). 

Los ratones fueron capaces de prOOucir anticuerpos que reconocieran de forma 

importanle a los péptidos acoplados a un acarreador (distinto del usado para la 

inmunización). También reconocieron a los péptidos solos (en ensayos de ELl5A) y 

más importante aún, fueron capaces de reconocer a la toxina nativa. Los sueros 

inmunes antipéptido sintéticos que mejor título presentaron en el reconocimiento a la 

toxina fueron:1-14N, 1-27T, 1-275. correspondientes a la región aminolermlnal de la 

toxina 11·9.2.2. 

Cuanto mayor el péptido sintético en términos de número de residuos de aminoáci

dos tanto mejor la respuesla. El péptido amino terminal 1·10 lué el que produjo el 

lilulo más bajo. El desafio de terceros ratones con complejos suero antipéptido 

sintético más una LOSO de 1oxina demostró baja protección anliloxina. El mejor 

resultado luá obtenido con los péplidos 1·14V, 1-275, 1·27T. Desalio directo in vivo 

confirmaron los resultados de neutralización en terceros ratones. 

Sin embargo, el dise~o de péplidos sintélicos correspondienles a la secuencia de 

aminoácidos do toxinas especificas del veneno de alacranes para su uso posterior 

como posible "vacuna sintética" necesita ser ampliado. 

No obstante que nuestros experimentos produjeron datos valiosos, especialmente 

en cuanto al tamaño del péptido a sintetizar y a la región de la secuencia de la 

toxina (amino· terminal), todavía falta responder preguntas importantes, como estas: 



59 

a) ¿Cuñl es exactamente el mejor fragmento peptidico que se debe utilizar de la 

región N-terminal do la toxina?. 

b) ¿ Los epitopes neutralizantes relevantes corresponden a secuencias de aminoáci· 

dos lineales ó a regiones conformacionales en la cuál más de una porción subya

cente de la estructura primaria da la toxina convergen para producir anticuerpos 

neutralizantes?. e) ¿ Debe el péptido sintético ser suficientemente largo a fin de 

permitir una estructuración secundaria de si mismo, para mejor producción de 

anticuerpos neutralizantes?. e) ¿ Es posible ensayar una respuesta a esta preguntas 

mediante experimentos de cultivo l.n Yl![Q con células del sistema inmune (macrófa· 

gas presentadores y/o linfocitos B) de ratones pre-inmunizados con toxina nativa?. 

Parte de estas preguntas se están intentando responder en el laboratorio en esto 

momento {tesis de doctorado de la M. en C. Emma Calderón). 
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