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INTROVUCCION 

Lo6 aLacnane6 6on ongan¿6mo6 muy an;t¿guo6 que 4¿em 

pne han :ten¿do neLac¿6n con eL hombne. 

EL hombne pon eL gnan :temon que 6¿empne ha 6en;t¿do 

pon e6:to6 an¿maLe6, Lo6 ha hecho _¿n;té.npne:te6 pn¿núpa

Le6 de m¿:to6 y Leyenda6. 

Ve e6:ta manena han 4¿do obje:to de e6:tud¿o ya que 

c-<:en:ta6 e6pec¿e6 de aLacnane6 6o;i muy noc¿va.6 aL hombne. 

En Epoca6 pa6ada.6 Lo.6 e6:tud¿o6 .óobne eL veneno de 

a.tacnán ena bá6¿camen:te .óobne eL :tna:tam¿en:to y La .ó¿n;to

ma:to.C.og~a deL p¿que:te. 

Rec¿en:temen:te uno de Lo-0 a6pec:to6 de mayon hi:tené.6 

e-0 e.C. u6 o de :to x_¿na..6 pun.l ó¿ca.da6 pana et- e6:tud¿o de me

c.a1i¿-0mo6 moLec.uLane-0 y -Ou acc¿6n 6obne membnana6 exc¿;ta 

bLe6 y pa4a eL a¿-0Lam¿en:to de canaLe-0 ¿6n¿co-0. 

Ven:tno de La gnan van¿edad de :tox¿na-0 de aLac.nán 

c.onoc¿da6 ac:tuaLmen:te de6:taca un g~upo de eLLa-0, que 



QOb.lta. g.1ta.n Ln:te.1ti.6 po1t .6e.1t pol.lpip:t.ldo6 que a.Q;taa.n 

e.6peQ.l6.lQa.men;te .6ob1te el canal de po:ta..6.lo. 

E.t>:ta. Lmpon:ta.nc.la. 1ta.dLQa. en el heQho de que ha..6-

:ta. ha.Qe pOQO :t.lempo no .6e :tenla. QOnOQ.lmLen:to de pip:tL

do.6 que ;tuv.leJta.n d.lQha. 6unQL6n. 

Ve e.t>:ta. ma.nena. e.t.:te :t1ta.ba.jo de :te1>.lb .ln:ten:ta. dan 

nueva. .ln60.1tma.Q.l6n a. u.na. de la..6 l.lnea.b de Lnve1>:t.lga.Q.l6n 

exL.t.:ten:i:e.6 en el la.bona.:ton.lo del Vn. Po.t>ba.n.l. 

Pana la 1tea.lLza.Q.l6n de :todo.6 lo.6 e¡,;tudLo.6 .t>obne 

la..6 :toxLna..t. de a.la.Q.1ta.ne.6 .6 e Jteq u.Le/ten de :toxLna..6 puJta..6. 

Y ya que la pu.1tLóLQa.QL6n de :toxLna.6 .1tequ.le.1te de una. 

me;todolog.la. un ;ta.n;to labo1tLo.6a, .t.e pen.66 en la. mane.Ita. 

de ob:tene1t ;tox.lna.¿. en 60.1tma. pu.na en meno.6 pabo.6 Q1toma:to

g.1t<i6.lQ0.6 que lo.6 .lnvoluQ.1tado¡, e:i la me;todolog.la. :t1tad.l

QLonal. 

Pon lo que el obje;t.lva de e¡,;ta :te.6.l.6 e.6 el de df 

¡, eñan una nueva. e.6;t1ta:teg.la de pu1t,i.6.lQa.Q.l6·n de ;tox.lna..6, 

en la que lo.6 pa.6 o.6 a .6 eg u.i.Jt .6 ean m eno.6 que lo.6 1teque.1tf 

do.6 en la me:todolog.la. :tna.d-i.Q.lanal.· 



RESUMEN 

E.e. obje.:t,lvo 'de. e..6.ta ;te.6L6 6ue. e.e. de d,i..óe.ñatr. una 

nueva e..6:ttr.a:te.g,i.a de. putr.,l6,lcac,lón de. :tox,lna.6 del ve.ne.no 

de.e. a.e.actr.4n Cen:ttr.utr.oide.6 nox,i.u6, 

ne.tr. :toxina6 e.n 6otr.ma putr.a con meno.6 pa.606 ctr.omatogtr.d6L

ca.6 que .C.06 Lnvoluctr.ado.6 en La mc:tadologln ~nndicLonat. 

Ya que e..ó:ta me:todo.logla Lnc.e.uye a.e. meno.6 :ttr.e.6 

pa6a.6 ctr.oma;togtr.46Lca6, 6e penaó en u:ti.C.Lzatr. una nueva 

;técn,i.ca en ta que. .e.a putr.L6LcacL6n 6uetr.a m46 tr.4p,lda pe.

tr.o a.e. mLamo ;t,lempo ae .C.ogtr.atr.a un buen tr.e.ndLmLe.n:to, de 

e6:ta mane.Ita .óe e.C.Lg,i.6 a .e.a ctr.oma;togtr.a6la de a6,i.nLdad 

coma una nueva e.6:ttr.a:tegLa de putr.,l6,i.cacL6n. 

Se putr.,ltíLc6 a .la NoxLu6:taxü,;.,:_ (NTX) potr. e.e. mé:to

da :ttr.ad,i.c,i.anaL, can el obje.:to de de.6atr.tr.oL.C.atr. doa .e.L

ne.a6 de. expetr.Lmen:tac,i.6n: a) aLn:te.;t,i.za·tr. una coLumna 

de atí,i.nLdad acop.C.anda NTX a Se.~hatr.o~a 48, patr.a putr.,i.6L

catr. anLlcue.tr.pa6 pa.f.,(c.f.o na.e.ea an;t,l-NTX de p.C.a.óma e.quLno 

antia.C.actr.4n; y b) d,(6 eñatr. un ea quema de LnmunLzac,i.6n 

en tr.atane.6 patr.a .e.a ob:tenc,i.6n de an:t.Lcue.tr.paa monoc.e.ana

.le..6 an;(;,l-NTX, pana paa;te.tr.Lotr.men:te. aLn;te;t,lzatr. una caL'um 



na de a6LnLdad con lo-0 anzLcuenpo-0 monoclonate-0 puno-0. 

Se putu'.6~canan anz~cuenpa-0 pa.l~clona.le-0 anzL-NTX. 

del pla-Oma eq~no anzLalacnán (S.S.A.) pan medLo de la 

columna de a6LnLdad Sephano-0a 4B-NTX. 

l~zanon pana la -0.<:nze-0L-0 de una nueva columna de a6~nL

dad Sephana-0a 4B-Ig, pana ta punL6LcacL6n dLnecza de 

la NTX a panzLn de FnaccL6n II del veneno de C. noxLuó. 

TambLln -0e abuzvLenon -0eL-0 clona-O de anzLcuenpa-0 

monoc.lana.le-0 anzL-NTX. Ve e-0za-0 -0e~-0 c.lana-0 -0e pnadu

jo .l.[qu~do de a-0c.Cz~-0, del cual óe pun.l6Lcanon to-0 an

z~cuenpo-0 manoclonale-0. 

Lo-O anzLcuenpo-0 monoclona.le-0 punL6~cado-0 de .la 

clona BNTX 4, 6uenon uzL.lLzado-0 pana -0~nzezLzan una 

columna de afiLnLdad A66L-gel-ab. monoc.lona.l BNTX 4, 

pana punL6Lcan a la NTX a panzLn de veneno zozat. 

Con .el Lnmunoad-0onbenze. -0~nzez~zado con anzLauvt 

po-0 poUclonale-0 (Sephano-0a 4B-Ig) no -0e logn6 obze.nen 

a .la NTX de 6onma puna ya que .la mue-0zna conzen.Ca una 

gnan canZLdad de glLcLna, de.bLda a que e-0za columna 

fiue elu.Cda con un amonzLguadon de. Gly-HCJ, .lo cual 



I 

~n~e46L4L6 pa4a pode4 co44oba4a4 La compo6LcL6n de amL

noácLdo6 de La NTX. SLn emba4go 6e 6abe que 6e ~4a:ta

ba de La NTX po4 6u pa;tn6n de co44LmLen;to eLec:t4o6o4t

;tLco y po4 6u .to x.lc.ldad. 

Con ne6pec;to aL Lnmunoad6onben:te con an:tLcue4po 

monocLonaL (A66L-geL-Ab. monocLonaL BNTX 4), no 6e 

Logn6 ob:tenen a La NTX e6pe4ada¡ 6.Í.n embango, Lo6 ne6ul 

;tado6 ob:tenLdo6 6uenon muy alen~ado4e6 ya que po6LbLe

men;te 6e ob;tuuo una ;tox.lna an~Loga a La NTX La cual 6e 

encuen:t4a nepo4:tada en La L.l:tena:tuna 

E6;ta :tox~na aL LguaL que La NTX, 6e encuen:tna 

d1<l.nt4o de la 6amLLLa de :tox.lna6 que bLoquea11 aL cana.e. 

de po:ta6Lo. 
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ANTECEVENTES 

Lo6 e6eonpion.e6, han. 6ido .temido6 pon el hombne 

de6de .tiempo-O muy a.n.tiguo.6 y 6neeuen..temen..te juga.ba.n un. 

pa.pel ma.lign.o en. la.-0 6ábula.6 y leyen.da.-0. El ne-0pe.to 

g~ego pon loó eócoApione-0 dio oAigen a.l n.ombne de la. 

con.ó.tela.ci6n Sconp.i.o, un 6igno del zod.i.a.co. 

Lo6 e-0eonpion.eó 6on. a.nácnido-0 pnimi.tivoó que -0e 

ca.Aa.e.teniza.n pon .ten.en un. abdomen. .tango y 6egmen..ta.do, 

el eua.l 6e puede ~v1~n en do6 pa.n.te-0 pnin.e1pa.leó: el 

ce6a..to.tona.x (cabeza. y .tona.x) y abdomen. 

El ce6alo.tona.x eó.tá cubien.to con un.a e.6.tAuc.tuna 

duAa. (cona.za.) que lleva. un pan de ojo-0 media.no6 y gen.e

na.lmen..te un gnupo de 2 a. 5 ojoó .ta..tena.leó pequeño-O a. 

ca.da. la.do, el ce6a..to.tona.x .tiene va.nio6 pa.ne-0 de a.pén.df 

ce-O, incluyendo queliceAo6, pedipa.lpo6 y cua.tno pa.Aeó 

de a.pénd.lce-0 en 6onma. de .tena.za.-0 o pin.zaó en.6Aen.te de 

la boca., que 6 e u;ti.tiza.n du.tta.a:te la. a..e.imen.tae.l6n. In.me 

d.i.a..ta.men.te de-0pu~-0 de lo6 qu.elieeAoó e6;tán lo-0 gna.nde-0 

ped.i.pa.tpoó que ;t.lenen loó do-0 último-O -0egmen.to-0 a.la.nga

do6 60,nma.n.do u.na. nueA.te p.ln.za. pa.Aa la. cap.tuna. de 6U6 

4 



EL abdomen, eL c.uaL e6.:tá unLdo aL c.e6aLo.:tollax 

(.:tambLén LLamado pllo6oma), c.on6L6.:te de doce 6egmen.:to6, 

6Le.te de Lo6 c.uaLe6 componen una llegL6n ancha y aplana

da (plleabdomen) y lo6 c.Lrico /le6.:tan.:te6 6egmen.:to6 que 60~ 

man un po6.:tabdomen 6LexLbLe o e.ola en cuyo ex.:tllemo plle-

6en.ta una gLánduLa veneno6a y un aguLj6n palla Lnoc.ulall 

eL veneno a 6u6 v.lc..:tLma6. 

Son anLmaLe6 cuyo .:tamaño valt-Ca de 7.5 a 18 cm6. 

de .f.a!lgo; que. hab-l.tan en lleg-lone6 c.áL-lda6 y .:te.mpLada6 

deL pLane.:ta. 

ExL6.te.n una6 800 e6pe.c.-le6 agllttpada6 e.n 6e.Ll> 6amL

lLa6. Su· e.a.e.o !lac.Lón e6 amall.L.f..ten.:ta, pallda o aeglla, .6 o n 

de hábL.to6 noc..:tull.no6. 

Lo6 a.e.ac.llane.6 p e.ll..:ten e e.en aL oll.den S c.ollpLo nLda, eL 

c.uaL e.6.:tá con6.:tL.:tu.l.do poll cLnco 6amLLLd6 (Bu.:thLda!l, 

Sc.ollpLonLdae, VLpLoce.n.:tllLdae, Chac..tLdae., Vejov-ldae y 

Bo.:thll.i.ullLdae.). 

5 
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m.Lt.la Btdh,i.dae. 

Ven.tJto de e6.ta 6am,i.l,i.a 6e encuen.tJtan loó génelto6 
mli.ó 1ioc.lvo6 at hombJte y 6on: And.1toc.tonu.¡,, Bu.thu6, 

Cen.t1Lu1to,i.de6, Le.lu1tu6 y T.l.tyu.ó. 

En Méx,i.co (Mazzo.t,i. y B1tavo-Beche1te.t...t..e, 7963), 8.lt!:!:_ 

6,l.l ( Büche1tt, 19711, No.1t.tc de A6tt,lca ( Bazo.te.t, 19 71) 

y Med¿o 0/t,len.te (Shutov, 7955}, .to6 atac1tane./> han .1te

p.1te6en.tado un p.1tob~ema méd,l~o en .e..a v,lda de~ hombne. 

En et pa.óado, en e.6.ta./> Jt.eg..lone.ó de.e. mundo .f.06 a.f.!:!:_ 

c.1tane6 de .la 6am.ll,la Bu.th..ldae, mo.t,i.v~Jton .ta .lnve6.t.lga

c.l6n méd.lca 6ob.1te .la na.tu1ta.t..e.za y compo.ó,lc,i.ón de..l veneno 

como .ta.e. y pa!ta et de6a.1t.1to.t...t..o de an.t~da.ta6. 

Rec,i.en.temen.te, et de6 cu.btt.lm,le.n:to de ea mpo nen.te!.> 

ac.t,i.vo./> de na.tu.Ita.te.za pal.,i.pe.p.t~d,lca, en et. veneno de e./> 

.to./> a.t..ac1tane.6, ha ..lmputhado un ,i.n.te.1té6 c,i.en.t~6.lco pa.lta 

et. u6o po.te.rtc.la.t de ta./> .tox,i.nah de atacJtán, como he.1t.1ta

m,i.e.n.tah paJta e.6.tud,i.o.¡, neu.1to6.l6.lo.t..óg,i.co6 (CeccaJtet.e..,¿ y 

C.t..emen.t,l, 1979). 

Expett.lmen.to.¡, .t...tevadob a cabo en Jta.tón, po.ttoh, 
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chapu.LLne.6, La.1tva.6 de mo.6ca e L.66podo.6 (ZLo;tkLn y coL., 

7978) han .6Ldo exce.ten:te.6 bLcen.6ayo.6 pa1ta. e.e. aL.6La.mLen

:t;o de una .6e1t.Le de polLpép;tLdo.6 de bajo pe.60 moiecu.La.Jt, 

.e..e.amada.6 ;toxLna.6. Ve acu.e1tdo con lo.6 anLmaLe.6 de expe-

1tLemn:ta.cL6n u;tLLLza.do.6 como bLoen.6ayo.6, .6e han a.L.6la.do 

y ca.1tac;te1t.Lzado ;toxLna..6 dLJt.LgLda..6 con;tJta. ma.mL6e1to.6, 

Ln.6ec;ta.6 y c1tu..6;t~ceo.6 {Rocha;t y coi., l979i; Lo cu.a.L 

.lnc:Uca que ;todo;, .to.6 ve11c.no.6 de a..e.a.c.Jt.án con;t,lene.n poLL-

pép;tLdo.6 ;t6xLco.6. Lo.6 veneno.6 de lo.6 a..f.a.c1ta.ne.6 de .e.a. 

6am,llLa Bu.;thLdae .6on ;t6xLco.6 a.L homb1te, y han .6Ldo me

jo~ ca1ta.c;te1t.Lzado.6 b,loqu.Lm,lca. y 6a1tma.caL6gLca.men;te can 

1te.6pec;to a. .lo.6 veneno.6 de la..6 o:tlta..6 cLnco 6a.mLlLa..6 de.e. 

.6ubg1tu.po Chac;toLde: 6a.mL.lLa.6 Cha.c;tLda.e, Sco1tpLon,lda.e, 

VLpLocen;t1t,ldae, Bo;thl!.Lu.1t.ldae y Vejov,lda.e (Goy66on y 

Kovoo1t, 7978). 

En .e.a 6amL.lLa Bu.;thLda.e, .6e han encan:t1ta.do do.6 

g1tu.po..6 p1t.Cnc,lpa.Le.6 de ;toxLna.6: pép;tLdo.6 de 61-70 Jt.e-

~Ldu.o.6 de a.a. {ML1ta.nda. y coL., 7970; G1tL.6hLn y cciL., 

1980; Va.1tbon y coi., 7982; Po.6.6a.nL y cal., 7983) y 

pép;tLdo.6 de 36-39 Jte.6,ldu.o.6 de a.,a.. (Zhda.nova. y coL., 

7 9 7 8; Pa.6.6 anL y coi., 19 8 2) • La..6 ;to x,lna..6 de ambo.6 g1tu.

po.6 ma.n;t,lenen u.na. e.6;t1tu.c;tu.1ta ;tJt.LdLmen.6Lona.L compa.c;ta. 

poJt. _.e.a. plte.6 enc,la de ;t1te.6 o cu.a.;tJt.o eniac.e..6 dL.6 ui6u.1to 
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(Kope.yal'L y e.o.e.., 1974; Fol't.te.c.Lf.f.a-Camp6 y e.o.e.., 1980; 

Po6.6al'LL y e.o.e.., 1982). SLn e.mba1tgo han .6Ldo e.ncon.t:Jta-

da6 e.xc.e.pc.Lone.6 a e.a.t:a 1te.g.e.a (NaLJt y Ku.1tup, 1975; Tof.~ 

do y Ne.ve.a, 1976; Laza1tov.lc.h y e.o.e.., 198Za.; Laza.1tov.l.c.h 

!/ z.e.o.t:k..i..n, 1982). 

Ha6.t:a 1983, ae. hab~an 1te.po.1t.t:ado 113 dL6e.1te.n.t:e..6 

.tox.<.na6 de. a.ta.c.1tán, aL6.lada6 e.n no1tma pulla, de. 23 de. 

e.f..!'.a.6 ac. conoc.e. au 6e.cue.nc.La de. a.a. c.omp.le.:taA yo.t:lla6 

25 ha>L .6.ldo .6e.cue.nc.Lada..6 pa1tc.-lalme.n.t:e. e.n .ta 1te.g.l6n N

.te.llm-lna.e. (Zf.o.t:k-ln y e.o.e.., 1978; Roc.hat: y e.o.e.., 7979; 

Ca.t:.te.Jtal'.f., 1980; Chha..twa.e. y Haáe..1tma.rtn, 1981; Va.Jtbon y 

e.o.e.., 1982¡ ·G1ti:e.ne. y e.o.e.., 7982; G.1t.lah-ln y e.o.e.., 1978; 

1979, 1980, 1981, 1982; Hago.g y e.o.e.., 7983; Laz.a1tov-lc.h 

y ZLo.tkLn, 1982; Laz.a.1tov.<.c.h y e.o.e.., 1982a; Kope.yan y 

e.o.e.., 7979; Na..i..!t y Ku.1tup, 7975; Poli6an-l y e.o.e.., 7978, 

1981a, 1981c., 1981d, 1982; Ro6ao y Rocha.t, 7982; Va.1t9a6 

y e.o.e.., 1982¡ Wa.t.t y S-lma.1td, 1978; Wa.t.:t: y co.L, 1978; 

Zhdanova y e.o.e.., 7978; Zf.o.tk-ln y co.l., 7982). 

E.e. e.6.tudLo de. .lo.e. ve.ne.no'-> de.f. .af.ac..1tán y de. .6u.6 

.t:ox-lnaa pu.1t-lnLca.daa ha ayudado e.n e.f. pa.6ado, e.apec.<.a.e.

men.t:e. a .t1tavé.6 de. .la he.Jto.te.Jtap.<.a, a 1te.aof.ve.1t pltob.le.maa 

méd-lcoa, y e.n e..e. plle.ae.n.te. ha. a.<.do u.t-lf..[za.do palta ob.te.-

1'!.e.lt va.cunaa ( Poa.6 an.l y e.o.e.., 7 9 81 b). 
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El a6pe.e;to de. mayon Ln:te.JLé6, e.6 e.L u6o de. ;tox-lna6 

pun-l6-leada6 pana e.~ e.6;tud-lo de. me.ea»-l6mo6 moLe.euLaJLe.6 y 

6u acc-ló» 6obne. me.mbnana6 e.xe-l:table.6 y pana e.l a-l6lam-le.» 

;to de. ea»aLe.6 -ló»Leo6 (Ca;t:te.naLL, 1980). 

cua.:tno gnupo.6: 

da.6 a mam-C6etto6, que a.e:tú:a» e.6pe.d:6Leame.n:te. 6obne. e.L 

cana.e. de. 6od-lo; e.L 6e.gu»do, pon ;toxi»a6 a mam.C6e.JL06 pe.

no que. ae;tú:a» e.6pe.eL6Lcame.»:te. 6obne. e.l ca»aL de. po:ta.6-lo; 

e.L. ;te.JLee.JLo poJL ;to x-lnai!. d-i.JL-lgi:da-0 a -l»~ e.e.to-O y e.L eua.n:to 

. glLUpO poit. ;to x-l»ct6 d-lnLg-lda.6 a enu-0 ;ttlee.06. 

E» La6 ;tox-l»a6 a. ma.mt.6e.no6 que eo»6:t-l;tuye.» e.L pn-l

me.JLo y má6 gna»de. gnupo de. ;tox-l»ct6 de. a.laená», hay mu

eha.6 .6-lmLL-l;tude.6 e.» 6u e.-0;tnue;tuna pJL-lma.n-la., Long-l:tud de. 

la. cadena. po.t-lpe.p.U:d-lea y e.n1i.0Llam-le.»:to y e.6;tab-l.i-lzac-ló» 

de 6u e.6:tnue:tuna :tn-ld-lme.n6-lo»al, La cual de aLguna ma»e.

JLa. gaJLa»:t-lza e.l JLe.conoc-lm-le.n:to de. un 6-l:t-lo de. un-ló» e.6p~ 

e.C6-lea a me.mb:rnna.6 e.x.e,l;table.6 de. mamt.6e.no6 ( canaLe.6 de. 

6od-lo); 6-l» e.mbango, mod-l6-lea.e-lone.6, 6ub6-l:tue-lo»e.6, de.

Le.e-lone.6 o L»6e.JLe-lo»e.6 de. »uevo6 am-l»oác-ldo6 e.» La eo

JLJLe.6po»dLe.»:te. e6:tnue:tuJLa. pJLLmaJL-la puede pnodue-lJL -lnac:tL

va.clón de. :tox-lna.6 o u» d-l6e.JLe.n:te. ;tLpo de. modulae-lón de. 
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El -0egundo g4upo e6.tá eompue-0.to po~ un nuevo .tlpo 

de .toxlna6 de alae4án que ae.taan e-0peeL6.leamen.te 6ob4e 

el eanal de po.ta-0lo (Cahalan, 1975; Ca4bone y eol., 

1982). E-O.te g4upo e6.tá eompue-0.to po4 la noxlu6.toxlna y 

.toxlna II~ 9A de T.l.tyu-0 6e44ula.tu6 (Po66anl y eol., 1982). 

E~ la .tabla Ia, 6e eompa4a la 6eeuenela N-.te4mlnal 

de e6.ta6 .t4e6 .tox.lna6. Su aee.l6n b.lol6g.lea e6 muy 6lml 

x.lna6 dee4emen.tan la pe4meab.llldad de.l eanal de. po.ta-0.lo, 

~eve46.lble.men.te e lndependlen.te de. la pola4lzael6n de 

.la memb4ana, 6.ln a6e.e.ta~ la-O p4op.ledade6 del eanal de 

.6 ad.lo (Ca~bone y eo.l., 1982, 1983; Po66anJ. !f eol., 

19 82). 

E6.te .tlpo de p~p.tldo.6 pueden e6.ta4 p~e.-0en.te6 en v~ 

neno.6 de alae4ane.6 ame4leano6, .tale.6 eomo Cen.t4u4olde6 

llmp.ldu.6 l.lmpldu.6, C. e.legan.6 y, en meno~ p4o po4el6n, en 

C. 6U66u6u6 6u66u6u6 y C • .llmpldu-0 .te.e·amanu6 (Ca4bone .Y 

eo.e.., 1983). 

E.l de.6eub4lmle.n.to de. nuevo.6 .t.lpo6 de .toxlna.6 de 
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Tabla la 

II.9 

NTX 

II.10.2 

II.9 

NlX 

II.10.2 

II.9 
NI'JC 

Comparaci6n de toxinas que bloquean el canal de K+ 

1 5 10 
Val-~he-Ile-Asn-.Ala-Lys-Cys-.Arg-Gly-Ser-Pro-

15 
--G!l:.u-Cys-Leu-

Thr-Ile-Ile-Asn-Val-Lys-Cys
Thr-Phe-Ile-Asp-Val-Lys-Cys-

-Thr-Ser-Pro-Lys-Gln-Cys-Ser-
-Gly-Ser-Ser-Lys-Glu-Cys-Xxx-

20 25 
-Pro-Lys-Cys-Lys-Glu-Ala-Xxx-Gly-Lys-.Ala-Ala-Gly-

30 
-Lys-

Lys-Pro
-Pro-

-Cys-Lys-Glu-Leu-Tyr-Gly-Ser-Ser-Ala-Gly-Ala-Lys-

Cys-Xxx-Asn
Cys-Met-Asn-

Il.9 toxina de Tityus seTlllUlatus, Il.10.2 y NlX toxinas de Centruroides 
noxius (.Adaptado por Possani y col., 1982) • 
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d-i.6e1ten;te-0 e-0pec-l6-lc-lda.de-0 de a.c.c..i6n e-0 un e-0;t.[mu.to con~ 

;ta.n;te pa.1ta. .ta. .inve-0;t-lga.c..i6n en e-0;te e.ampo (La.za.1tov-lc.h 

ye.o.e.., 1982a.; Ca.1tboneyc.o.t., 1982). 

En Mlx.ic.o deade 1944 eL g1tupo de.t V1t. Ve.e. Pozo, 

empez6 a. c.a.1ta.c.;te1t.lza.1t 6-l-O.io.t6g.ic.a.men;te e.e. enec;to de a..e.

guno-0 veneno-O de a..la.c.1ta.ne-0 mex.lca.no-0 (Ve.e. Pozo, 1948a., 

1948b, 1949a., 1949b, 1968; Ve.e. Pozo y Angu.ia.no 1946, 

1947; Ve.e. Pozo y e.o.e.., 1944, 1945). 

En;t1te .to-0 a..ta.c.1ta.ne-0 e-0;tud.ia.do-0 e-0;tán eR. Cen;t1tu1to.l

du; -0u66u-0u-0 -0u66u.-0u.-0, C. l-i.mp-ldu-0 Llmp.idu.-0, C. l-i.mp-i.du.-0 

;tec.oma.·nu.-0 y C. nox-lu.-0. E-0;to-0 a.u.;to1te-0 ·e-0;tu.d-la.1ton -0ob1te 

;todo R.a. acc..l6'n ej'!-1tc..lda. -0ob1te mú-0cu..to (c.on;C1ta.c.c.-i.6n, 6.lb1t:f. 

.ta.c..l6n, e;tc.) y -0u. 1te.lac..l6n con .e.a .lne1tvac.-lón pe1t.l6é-

1t.lca. y/o c.en;C1ta.l. 

Ma.zzo;t;t,¿ y B1ta.vo-Ba.c.he1telle en 7963 pu.b.t.lc.a.1ton 

una. ,i:mpoit;ta.n;te 1tev.l-0-ltln -0 ob1te el e-0 c.01tp-lon.l-0mo en Ml!:x.ic.o. 

Ve-0de 7977 eR. g1tupo del V1t. Po-0-0a.n-l ha. pubR.-i.c.a.do 

u.na. -0e1t.le de a.1t;C~c.u.lo-0 -0ob1te .ta. c.a.1ta.c.;te1t-lza.c..ión b.loqu.f 

m-lc.a. deR. veneno de a..ta.c.1ta.ne-0 del géneno T-l;tyu-0 de B1ta.~ 

-0-ll (Ala.gón y e.o.e.., 7978; Po-0-0a.n-l y e.o.e.., 7977, 7987 e) 
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y de.e gérrc.Jto Cerr;t1tu1to.<.de.6 de Méx.<.c.o (Verr;t y e.o.e.., 

1980; PoHan.<. y e.o.e.., 7978, 1980, 1981a, 1981d, 1985; 

Ca1tbone y e.o.e.., 1982). 
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IMPORTANCIA MEDICA 

En Méx~co, a pe-Oatr. de que la p~cadutr.a de alactr.án ha 

tr.ep1te-0en:tado una de la.-0 cau-0a-0 ptr.~nc~pale-0 de motr.:tal~da.d 

patr. ~n:tax~cacL6n deb~da a an~male-0 panzaña-00-0, loó da:ta-0 

e.-0:ta.d-<.-0:t:Lca-0 al IU!.6pec:ta .6an muy e-0ca-00.6. Un e.6:tudLa tr.ea. 

lLza.do polt Btr.ava-Beche1telle y Mazzo:t~ (7967) -0obtr.e la-0 

:ta-Oa.6 medLa.6 a.nua.le-0 de deáunc~one.6 potr. ca.da 700 000 habL 

:tan:te-0 en:ttr.e la.6 año-0 de 7940-1949 y de 1957-1958, ma-O:ttr.~ 

!tan que la-0 e-0:tado-0 can ma.yotr. -<.nd~ce. -0an: ColLma, Naya1tL:t, 

Gue.1t1te.tr.o y Mo1telo-0 can una. :ta-Oa. de 83.7, 41.6, 41.5 y 

13.3 1te-0pec:t:Lva.men:te e .i.ndLca.n que má.6 de 'lO 000 petr..6ona..6 

mu~e1tan palt p~cadutr.a. de a.la.c.1tán. Veb~do a. que el veneno 

del a.la.c1tán :t:Lene un va.lo!t a.n:t~génLca muy bajo y la. ~nmu

nLza.cL6n en ca.ba.lla-0 1tequ~e1te al mena-O de ocho me-0e-0 pa.tr.a. 

lleva.1t-0e a. cabo, no -Oe puede ob-t-?-netr. un ~ue.'ta de al.ta pa

detr. neu:t1talLza.n:te. SLn emba.tr.ga, ,t,u a.plLca.cL6n ha tr.epe1tc~ 

:t:Lda a.mplLa.men:te en la. dL.6m~nucL6n de la malt:ta.l~da.d polt 

p~ca.du1ta. de a.la.c1tán (Vel Poza, 1962). 

Va.~a-0 má.6 1tecLen:t:e-0 de L6pez Acuña. y Alag6n LndLca.n 

que en la Repúbl~ca. Mex.lca.na. ocu1ttr.en má-0 de 100 000 acc~

den:te-0 a.nua.le-0 palt pLca.du1ta. de a.la.c.1tane.6, de la-O cua.le-0 

en:ttr.e 700 y 800 .6an 6a.:ta.le.6 (L6pez Acuña. y Ala.g6n, 1979); 

má-0 del 90% de loó ca-00.6 de de6unc~6n acu1t1ten can nLña-0 
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menol!.e-0 de 2 a.ffo6 de edad. 

SINTOMATOLOGIA Y VOSIS LETAL 

A peóa.I!. de que la :tox-lc.Lda.d d~ veneno de lo6 a..e.a.

c.ll.a.ne6 dLfi,i.el!.e a.mp.tLa.men:te de una. e6 pec.-le a o:tll.a., ex,i.6 -

:te una. gl!.an 6emeja.nza en:tl!.e la 6-ln:toma.:tolog~a de envene 

nam,i.en:to pll.oduc.-i.do poi!. .e.a. pLc.a.dull.a de e6:toa oll.ga.nL6moa. 

El eóec.:to :t8x,i.c.o de ea:te veneno aobll.e la v~c.:t-i.ma 

depende de vall.-i.oó frac.:toll.e6: de .e.a e6pec.-le de.e. a.e.ac.ll.án, 

de la. dot..{.a del veneno -lnyec.;ta.da., del volumen y de-e. .e.u

gall. del p-i.qu.e:te {Hofiómann, 7938]. 

En genelta.e. la a-ln:toma.:tolog~a q-ue a e pl!.eaen:ta. eó .e.a. 

-0-lgÚ-len:te: h-lpell.e6:tea.{.a. y do.tal!. .e.oc.a.e. -ln:ten6 o e -lnmed-la.:to, 

a.u.nqu.e no ae pll.odu.c.e nLngan e6ec.:to v-l.6-lb.te óobll.e e.e. 6-l-

:t-lo de -ln.yec.c.-lón, en:tumec..{.m-i.en:to de la. lengua. y la. ga.ll.

gan-ta., que pll.odu.c.e d-lfi-lc.ul:ta.de6 pa.ll.a. :tll.a.ga.ll., h,i.pell.exc.-l-ta.

bLe.-lda.d qu.e c.on e.e. ,t,i.empo puede c.ondu.c.,i.ll. a u.na. t.en6a.c.-l6n 

de a.ngua:t-la., aa.l-lva.c.-lón y d-la.6oll.e6-l6 exc.e6-i.va., la.gn-lmeo, 

m-i.dll.-i.a.6-l.6 y en c.a.606 6eveno6 eó ól!.ec.u.en:te que óe pll.oduz-

ca exofi:Ca.lm,i.a., 60-toóob-la. y d-i.t.:tenó-l6n gát.-tll.-lc.a.. El pulóo 
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ae ¿nclLemen.ta y ae vuelve alLJL~.tm¿co, la p1Lea¿6n aJL.teJL¿al 

ae ¿ncJLemen.ta al plLLncLpLo y decJLece polL debajo de Lo 

noJLmaL deapu~a. Se p!Loducen convulaLonea y con.tJLaccLo

nea muaculaJLea, paJLáL¿a.la 6LácLda con :te:tanLzac¿6n de Loa 

mLembJLoa LnáeJLLoJLea en Loa caaoa gJLavea, d¿nLcuL.tadea pa-

p..lJLa.toJL¿a que puede onuJLILLJL de unoa euan:toa m.lnu:toa a va

JL.laa hoJLaa deapuéa de La pLcaduJLa (floJLea, 7963; Bazole:t, 

1971; ZLo.tfz..ln, 7978]. 

Laa dLáeJLenc.laa a:tJL.lbu~daa a Loa venenoa de Loa aL~ 

cJLanea JLadLca en La vaJL.ledad de Loa componen:tea cona;t¿;tu

:tLvoa deL veneno. Una áoJLma de veJL.lá.lcaJL ea:taa d.l6eJLen

a.laa ea a :tJLavéa de Laa doa.la Le:talea med¿aa (VL5o J a:tJLL

b~daa a nada una de Laa eapecLea. Ea:taa vaJL~an depen

d.lendo de La eapec.le ea:tud.lada y de au d¿a:tJL.lbuc.l6n geogJL~ 

6Lca. S.ln embaJLgo, :tamb.lén exLa:ten d-LáeJLena..laa de VL50 

polL La cepa de JLa:tonea ea:tud-Ladoa (Guzmán, 7984], La JLu:ta 

de LnyeccL6n y La man.lpuLac¿6n de Loa da:toa. Guzmán (7984] 

JLepoJL:ta una DL50 de 2.78 mg/fz.g pa!La La cepa BALE/e (alb.l

na]; 3.31 pa.JLa BALB/fz. (aLb.lna]; 3.30 palLa CVI (albLna]; 

1.20 pa!La ambaa cepaa CVI (negJLa] y VBA (paJLda); 1.32 pa!La 

MIH (alb.lna) y de apenaa 0.61 paJLa SSA (alb¿na]. A peaaJL 

de ea:taa d.láeJLenc.laa, puede dec.lJLae que la po:ten.c.la le:tal 
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de. eó~oó ve.nenoó ~-lene. un nango e.n~4e. 0.25 y 3.31 mg/kg 

y que. laó e.ópe.c-le.ó má-0 po~e.n~e.-0 -0on e.l alac4án a64-lcano 

Le.-lunu& qu-lnque.&~na~u-0 y e.R. me.x-lcano Cen~4u40-lde-0 nox-lu-0. 

COMPOSICION VEL VENENO 

E.e. veneno de. lo-O aR.acnane-0 óe compone pn-lnc-lpaR.me.~ 

~e de pno~e.~na-0 y pép~-ldo-0 de. d-lne.ne.n~e.-0 pe-00-0 moR.e.cu.e.a

ne.&. Tamb-lén e.ncon~namo-0 de. nonma gene.nal la pne&e.nc-la 

de. am-lnoác-ldo-0 R.-lbne.-0, óaR.e.-0 -lnongán-lca&, nucR.e6~-ldo-0 y l~ 

p-ldo-0. ER. ve.ne.no de. .e.0-0 a.lacnane.-0 pe..l-lgno-00-0 a.e. hombne. 

eó mu.y pobne o no contiene. enz-lma-0 del ~-lpo de. .e.a-0 pno~e.a

&a& y no-Onol-lpa&a-O, pe.no po&e.e. una can~-ldad con&-ldenab.e.e. 

La pne&e.nc-la de. h-la.e.unon-l-

da&a panece. -0e.n una con&~an~e. e.n e.l veneno de ~oda& la& 

e.&pe.c-le.-0 de. a.lacnane&. En .e..a-0 e& pec-le-0 no pe..l-lgno-0a-0 a.e. 

hombne -Oe ha de.mo&~nado .e.a pne.&e.nc-la de. c-len~a-0 enz-lma& h-l

dno.l.CUca-0 con ac~-lv-ldad d-ln-lg-lda en con~na de en.lace-O 

am-lda-0 y é&~ene.-0. El ven e.no ob~e.n-ldo pon e-0~-lmu.lac-l6n e.léc 

~n-lca del ~e..l&on de .loó a.lacnane.-0 con~-lene. u.na can~-ldad no 

de& pne.c-lable. de. un ma~en-lal. g v,.e.a~-lno-0 o y al~ame.n~e. h-lgno& -

E-0~e. ma-
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de.t vel'lel'to. 

~n61'l¿c.a que el'l e-0~e ~¿po de venel'lo ex¿.6~e ul'la pohe¿61'l ¿m

pon~an~e de mc.mbnal'la.6 el'tvoLv¿el'ldo a Ul'l ma~en¿at del'lóo gn~ 

l'lu.to-00. s¿l'l embango, La pnopone¿61'l má.6 ¿mpon~al'l~e de La.6 

-0u-0~al'le¿a.6 deL vel'lel'lo de Loó alac.nal'le.6 e.6~á C'.Ol'l.6~¿~u~da 

poh van¿a.6 óam¿L¿a.6 de po.f.¿pép~¿do-0 bá-0¿c.o-0 C.Ol'l pe.60 moL~ 

c.u..tah de aLhededon de 7 000 y C.Ol'l ac_~¿v¿dade.6 neuno~6x-l

c.a.6. 

c.a.6. 

Ex¿-0~el'l ~ox¿l'la.6 c.ol'l d¿-0~¿l'l~a.6 ac_~¿v¿dade.6 &¿oL6g¿

Ul'la.6 hec.ol'loc.el'l e ¿l'l~e46¿enel'l c.ol'l 6el'l6mel'lo.6 de membna 

l'laó de al'l¿ma.te.6 .6upen¿one-0, óol'l .ta.6 Llamada& l'leuno~ox¿l'la.6 

a mam~6eno&, 6obne La& c.ua.te-0 1'106 oc.upanemo6 e.6pec.¿aLmel'l

~e el'l-Oeg~da. Tamb¿él'l ex¿ó~el'l ~ox¿na6 que neeonoc.el'l -00L~ 

mel't~e a ~ej¿do6 exc_¿~abLe-0 de ¿l'l6ec.~o6 o de c.nu6~ác.eo6. 

En c.ada ul'la de e6~a6 ~ne-0 c.a~egon~aó de ~ox¿na6 ex¿-0~e ul'la 

van¿edad de d¿6enen~e6 moLéc.uLa&. Ve e-0~a 6onma hay pon 

Lo meno& ~ne-O 6am¿L¿a6 d~6~~1'l~a6 de po,t¿pép~~do&, c.ada una 

nepne6el'l~ada pon Ul'l l'túmeho van¿ab.te de moLécuLa6 d¿6enel'l~e6 

C'.Ol'l eL m¿6mo ~¿po de ae~~v¿dad b¿oL6g¿c_a. 

EL eóec.~o e6pec.16¿c.o de e-0pec.¿e pahec.e no pne6en~ah 

neac_c_¿6n c.huzada; a6~, La6 ~ox¿na-0 a ¿n6ec.~o6 y c.nu-0~ác.eo-0 

l'lo a6ec.~al'l aL hombhe (RMhmayen y CoL., 1978) y v¿c.even6a, 

c.~eh~aó ~ox¿na& a mam16eno6 no a6ec.~an ·a ¿l'l&ee~o.6 (·Dahbon 
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y e.o!.. , 198 J ) • 

PURIFICACION VE TOXINAS 

La puAL6ic.ac.L6n de Loó poLLpé.p~Ldoó ~6xLc.oó que 

c.onó~Uuyen eL ve1~eno de Loó a.tac.naneó Lmp.l-lc.a una c.LeA

~a dL6Lc.u.l~ad. Eó~o óe debe a La pAeóenc.ia de dLó~Ln;taó 

mo.lé.c.uLaó c.on peóo moLec.uLaA muy ,:,emejan;te y c.on pAopied~ 

deó 6ióic.aqu~mic.aó paAec.Ldaó. En eL Labona~onio deL VA. 

Poóóan-l, óe ha deóaAAoLLado una eó;tAa~egLa que invoLuc.Aa 

bél.6Lc.amen~e ~Aeó paóoó, pA-lmeAo: ob~enc.L6n de.e ma~en-laL 

ód~ubLe poA c.en;tni6ugac.L6n; óegundo: óepanac.i6n deL veneno 

óOLubLe poA c.Aoma~ogAa6Za de 6LL;tnac.i6n pon peóo mo.lec.uLaA 

en c.aLumnaó de Sephadex G-50 y 6inaLmen;te puAi6ic.ac.L6n de 

Laó ~oxinaó poA Ln~eAc.ambio i6nic.o en c.aLumnaó de c.anbox-l

me;t,l.Lc.eLuLoóa, Aminex A-5 o Uio-Rc.x-70. 

La homogeneidad de Laó ~axLnaó eó veA-l6-lc.ada poA e.e 

c.ompoA;tamien~o c.Aoma;tagAá6ic.a (ó-lme~A~a de Lo~ pLc.oó deL 

c.Aoma~ognama), poA e.lec.;tAo6oAeóió en ge.leó de ac.AiLamLda 

en eL ó-ló~ema de (ReLó6ie.ld y e.o.e.., 1962) y pon óec.uenc.ia

c.-lón au;toma;tizada de Loó aminoác.-ldoó de La poAc.L6n N-~eAm-l 

na.e.. 
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CARACTER1ZAC10N QU1M1CA Y ESTRUCTURAL VE LAS TOXINAS 

Toda6 la6 :tox..lna6 ob.ten.lda6 de 6onma homogénea 

6on anal.lzada.6 en ~elac..l6n a la c.ompo•.lc..l6n de am.lnoti.c..l

do6. La .tabla 1 muc.6.tna el nc.6ul.tado del anál.l6.l6 del h.l 

dnol.lzado de la mayokLa de la.6 .tox..lna.6 que 6e han pun.l6.l-

c.ado de lo6 a.tac.na.ne• La.t.lno-Amen.lc.ano6. Como 6e ob6enva 

en la. .tab.ta la c.ompo6.lc..l6n de am.lnoá.c..ldo6 de la6 .tox..lna.6 

neve.ta la pke6enc..la de. 39 a 65 4e4.ldua6 de am.lnoác..ldo6 

(Ven.t y e.al., 1981; Po66a.n.l y e.al., 1977, 7978, 1980, 

1981a., 1982). E6.to6 va.lonc.6 c.6.tán den:tno de lo nepon.ta

do en la. l.l.tena..tuka. pana. :tox.Lna.6 de o.tno6 alac.nane6, c.uya. 

c.ompo6.lc.L6n vakLa en.tke 36 a 70 ke6Lduo6 de am.lnoti.c..ldo6 

( BabLn y e.o.e.. , 7 9 7 5; MLka.nda y e.o.e.. , 19 7 O; Ro c.ha.t y e.al., 

7970, 1979; Zlo.tk.ln, 1978). 

Ve f,onma 9ene1ta.1'. .e.a.t. .tox..lna-0 de a.lac.1Lári <!ion mu.lé

·c.u.la6 muy c.ompac..ta.6 y .tekmoe4.table6. 

En la .tabla. 11 6e mue6.tna. .e.a 6ec.uen~.la de a.m.lno

ti.c..ldo.6 de la. pokc.-lán N-.t·enm.lnal de la• -tox..lna6 de lo• al~ 

c.kane6 La.t.lno-Amek.lc.ano6. Se puede ob6ekva.4 que ex..l6:te 

un c..lek.to gkado de homologLa en la.6 6ec.uenc..la.6 de am.lnoá

c..ldo6 de .tox..lna6 pkove11.len.te6 del m.l6mo alac.kán y que a6eE:_ 

.ta al mL6mo .t.lpo de .tej.ldo. 
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Tabla I 
Composici6n de .Aminoácidos de Toxinas de alacranes Latino-Americanos 

Alacr§n T. serrulatus 

toxinas 
Aminolicido II.11 III.8 III.10 IV.5 )' 

A!:.. Aspartico 4 5 4 10 4 
Treonina 2 2 1 
Serina 4 3 

Ac. Glut~co 3 2 

Prolina 3 3 .... 
1' Glicina 8 6 

J..l:!nirul 3 6 
Valina 2 2 

Metionina 1 1 
Isoleucina 2 2 

Leucina 3 1 
Tirosina 5 5 

Fenilalanina 3 

Histidina 1 3 1 
Lisina 6 7 6 7 7 

Arginina 3 :; o 3 

Ciste:ína 8 6-8 6-8 6-8 8 
Triptofano n.d. n.d. n.d. n.d. 3 

n.d. No determinado T. serrulatusª Tityus serrulatus, C. noxiusa Centruroides noxius, 
c. elegans~ Centruroides elegans, C. l. tecananusª Centruroides limpidus tecananus, C.l. 
limpidus• CentTilroides limpidus_limpidus. 



Tabla II 
Secuencias de .Aminoacidos de Toxinas de alacranes Latino-Americanos 

C.noxius 
II.9.2.2 
II.10 
n.10.2 
¡u 11 

II.13 

II.14 

9· elegans 
II.6.3 

C.l. tecananus 
II.9.3 

C. s. suffusus 
II 
III 

I 

T .sernilatus 
III. 10 

II.10 

~ 
III.8 

IV.6 

KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWC ••• 

KEGYLVN ••• 

TFIDVKCGSSKECXP ••• 

TIINVKCTSPQKCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYBN 
KEGYIVCYHDGCKYXCYKLGDNDY ••• 

KOOYLVDAKGCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG ••• 

KZGYLVBHSTGCKYZCFKLGBBBYCLRZCR,,. 

KZGXLVBHJCTGC ••• 

KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCIHLYEQAWWPLPNKTCN 

ICEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECK~GKSSGGYCYAFACWCEALPDH'TQVWVPNKCT 

ICEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCL ••• 

KEGYIMOIEGCKKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACTCYGLPNWVKVWDRATNKC 

KEGYIMOJEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYG ••• 

KEGYIMDHEGCKLSCFIRPSGYCGREffiIKKGSSGYCAl'IPA ••• 

KEGY.AMDHEGCKFSCFIRPAGFCDGYCK'IllLKASSGYCAWP ••• 

KKDGYPVEYDNCAYIC\'INUD ••• 



CARACTERIZACION BIOLOGICA Y MECANISMO VE ACCJON VE LAS 

TOXINAS 

La Le~aLLdad de Laa ~oxLnaa ae obaenva pon Lnyee

cL6n Ln~napenL~aneaL en na~onea aLbLnaa. Se ha venLfiLc~ 

do que pana Loa aLacnanea La~Lno-AmenLeanoa La doaLa Le

~aL medLa vanLa en~ne 5 y 27 mLcnognamoa pon 20 gnamoa 

de peao conponaL de na~6n, aLendo eL aLacnán de NayanL~ 

(C. noxLua) eL alacnán con veneno máa po~en~e en MéxLco, 

con La ~lnLma doaLa Le~aL medLa. 

Haa~a hace poeo ae penaaba que ~odaa Laa ~oxLnaa 

de aLacnanea a mam~fienoa ac~uaban a nLveL del canal de ao

dLo y au accLon ena dependLen~e de voL~aje (poLa1tLzacL6n) 

(Ca~~enaLL, 1980). Se ha demoa~nado que cLen~aa ~oxLnaa 

de aLacnanea ae pegan a aL~Loa eapecLfiLcoa de La membna

na de neunobLaa~oma {Ca~~enaLL, 7976; Counaud y col., 

7978), a membnanaa de aLnap~oaomaa de cenebno {Joven y col., 

1978; Ray y col., 1978) y a membnanaa de efLuLaa candLacaa 

de embnL6n de poLLo (Counaud, 7980). La afiLnLdad de ea-

~aa ~oxLnaa pon Loa aL~Loa necep~onea depende del po~en

uaL de membnana, cuan~o mayan ea La poLanLdad de La memb1ta 

na mayan ea La afiLnLdad {r.a~~e1tnaLL, 1976; Coultaud y coL., 

1980; JoveJt y col., 1980b; Ray y eoL., 1978). En junLo de 
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1981, CouJtaud (CouJtaud y C!O.t., 7981). p1tel>en.t6 ev-i.den

C!Laó de que La .toxLna deL aLaC!Jtá.n de VuJtango (C. 6u66u6u6 

6uó6u6u6) lle en.taza a membJtanal> exC!-i..tabLe6 de6p0La1t-i.zada6 

(JoueJt y coL.~ 1980a). Tamb-i.én y de 6oJtma geneJtaL, eJta 

aC!ep.tado que en.tite Lo6 e6eC!.t06 p1t-i.nC!LpaLe6 de .ta6 .tox-i.

nal> de aLaC!lr.án e6.taba un b.loqueo de .ta -<.naC!.t-i.vaC!-i.611 de.l 

C!anaL de óod-i..o, eó.to el>, e.t C!anaL de óodLo 6ome.t-i..do a .ta 

acC!Lón de La6 .tox-é..naó de aLaC!Jtán peJtmaneC!e ab-i..eJt.to poJt 

má.6 .tLempo (p1toLongacL6n deL po.tenC!-i.aL de acC!L6n) (BeJt

naJtd 1J C!OL., 1977, 7979; Co1taboeu6, 1975; Wa.t.t y C!O.t., 

197 8 b). En o.tJto6 expeJtLmen.to.6, u.t-i...lLzando an.t-i.c.ue1tpoó 

ma/r.C!adol> con 6e1t1tLtlna, 6e ha podLdo ob.6e:r.va:r. po:r. m-i.C!Jto.6-

C!O p..la eLec.t:r.6nLC!a que aLg una.6 .to xLna.6 deL aLaC!Jr.án C. 

noxLu.6 ó e pegan a .&Lnapó-i.6 de.t .&Ló.tema ne:r.vLo.60 C!en.tJtaL 

de La Ir.a.ta (Ca1tabez y Po.6.&anL, 1982). Se ha ve1t-i..6Lc.ado 

.tamb-i..én que La (.6) .tox-i..na (.6) de.t a.tac:r.án de Ja.tL.6co (C. 

eLegan<>) anee.ta (n) La cap.tae!L6n de am-i.noáe!-i..do.6 de .6LnaE 

.tohoma..& ob.tenLdo.6 deL .6L.6.tema. neJtvLoóo C!en.tJta.l de.l Jta..t6n 

( CoLomeJt y C!oL., 19 7 8 J. El>.tudLo.6 mció Jr.eC!-i.en.te.6 (SL.tge.6 y 

C!OL., en pJten.6a.) han C!on6-i.1tma.do La. a.cc-i.6n de La. noxLoul>.to 

x-é..na en :r.eLa.cL6n aL canaL de po.ta..6-i.o de .6-i.nap.to.6omal> de 

c.e1teb1to de :r.a..t6n.. Ve eó.ta óoJr.ma. óe. ha. pod-i..do demoó.tJr.aJt 

que La.<> d-i.6 e1tencLa..6 e.6.t1tuc.-tu1r.a.Le.6 p:r.e.6 en.te<> en La..6 .to xL

na.<> de a.tacJr.aneó condLC!Lona.n una eópeC!-i.6-i..C!Lda.d 6unc-i.on.a..t. 
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Cada 6am.ll.la de :tax.lna6 ac:taa 6ob4e un dado :t.lpo de 4ec.ee 

.toJr., mod..i.6.lc.anda de d..i.6eJr.en:te6 maneJr.a6 6u 6unc..lonam.lc.n:to. 

El e6:tud.lo b..i.aqu.ím.lco 6..i.6:temá:t.lco de :todo6 loó c.amponen

:te6 del veneno de un an.lmal puede llevaJr. a de6c.ub4..i.Jr. d.l-

6e1ienc..la6 .lmpo4:tan:te6, e.amo e6 el c.a6o de la Nax.lu6:tox.lna 

uno de .ea;, c.ompon en:te;, m enoJr.e;, (en p4o poJr.c...i.6 n c. eJr.c.ana al 

7%) del veneno de C. nox..i.u;,. E6 po;,..i.blc. que o:t4o6 halla~ 

go6 .lmpoJr.:tan:te6 en el e.ampo de la :tox.lc.olog.ía, ocuJr.~an 

en el 6u:tuJr.o, e.amo :tox.lna6 que Jr.ec.onozc.an o:tJr.06 .lon66o4o6 

de membJr.ana6 exc..l:tablc.6, e.amo polt ejemplo el e.anal de 

c.alc..lo. 

EL ALACRAN VE NAYARIT 

Uno de loó alac.Jr.ane6 má6 ..i.n:teJr.e6an:te6, polt 6eJr. el 

má.6 ponzoño6 o c..l:tado ha6:ta el momen:to e;, la e6pec...i.e Cen

:tJr.uJr.o.lde6 nox.lu6, la de6c.Jr..lpc...i.6n de la e6pec...i.e 6e debe 

a Ho66mann (7932). 

E6:te alac.Jr.á.n hab.l:ta en la6 lomeJr..ía6 y ceJr.Jr.06 del 

e6:tado de Naya4.l:t y 6uJr. de S.lnaloa, e6 un an.lma.e. de c.oloJr. 

moJr.eno 4oj.lzo y m.lde en:tJr.e 5 y 8 c.m. de long.l:tud. Al ~

nox.lu6 6e .e.e c.on6.ldeJr.a una e;,pec...i.e end~m.lc.a, de6l.lgada 
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deL ne6.to de Lo6 Cen.tnu~oLde6 mexLeano6, eanae.tenLz4ndo-

6e pon una .toxLeLdad e6peeLaL de 6u veneno, má.6 ná.pLdo y 

má.6 Ln.te116 o en 6 u aee,ló n ( Ho 6 6ma.nn y Va.nga.6, 19 3 5; Ha 6 ó -

ma.nn , 1 9 3 8 ) . 

COMPOSICION VEL VENENO 

EL veneno deL a.Lac.nán C. nox.-lu6 pne6en.ta una.. VL50 

de O. 26 1r.g/kg de pe6o eonpona..e. de na..tón. E6.te a.Lac.ná.n 

6e ea.nac..tenLza. pon po6een eL veneno de menan VL50 en M~

xLeo. 

E6 .te veneno e6 e6.ta.b.le, neeupena. 6 u e6 .tnue.tuna. .tn,l

dLmen6Lo na.L a.6~ e.amo 6u .tox.-le-lda.d, de6pu~6 de henvLn6e pon 

5 mLn. (Po66anL y eoL., 798 la.). 

En 6onma pa.n.tLeuLan, eon.tLene pno.te~na.6 c.on a.e.t:LvL 

dad deL .tLpo hi.a.LunonLda.6a (Ven.t y eoL., 1980). 

EL veneno 6oLubLe 6e ha. ea.na.e.tenLzado pon enoma.to

gnaó~a. de 6LL.tna.eL6n en geL, en eoLumna.6 de Sepha.dex. G50 

-OeguLda. pon do6 pa.606 de 6epa.na.eL6n pon Ln.tenea.mbLo L6n-l

eo en dLóenen.te6 6L6.tema.6 de a.mon.tLgua.done6. Se ob.t:Lenen 

27 



:t:nea 6nacc-i.anea: la 6nacc-i.6n I pneaen:ta ac:tivldad de h-i.alu 

nan-i.daaa, la 6naccl6n Il ea ;t6x-i.ca pana mamL6enaa y la 6na~ 

c-i.6n III ae compone de pép:t-i.doa d.e menan peao maleculan na 

:t6x-i.coa a mam¿6enaa. 

La 6nacc-i.6n II 6 :t6x-i.ca, ea;tá cona:t-i.:tuLda pon 14 -

:tax-i.naa, 9 de ella.6 eapecL6-i.ca-0 pana mamL6enoa y una pana 

c.nua:t:áceo-0 (Ven;t y e.al., 1982).' La.6 ;tox-i.naa máa ea-tud-i.a

da.-0 -0on: Ja II.9..2.2, II.10, II.11, II.13 y II.14 (Po-~aan.l 

y e.a.e.., 1980; Ven.t y ca.e.., 1980; Poaaan-i. y ca.e.., 1985)· •. 

A .e.a ;tox-i.na II. 77 ae .f'.e ha denam-i.nado Nax.lu-O;tox-i.na y -Ou 

compo-0.lc.-i.6n de am.lnoác.lda.6 nevela la pne-0enc.la de 39 a.a. 

E-0;ta e-0 .f'.a pn-i.mena ;tox-ina de-0cnüa de cadena can;ta que a-

6ec.;ta a mam¿6enoa. 

La Nox.lua:tox-i.na c.uya negl6n N-;tenmlna.f'. e-0 Tne-1le

I.f'.e-A.6n-Val. e6 c.omp.f'.e:tamen;te dl6enen:te a la-0 dem4.6 ;toxinaa 

de.6cnl:ta.6 e.amo .6e puede ven en la ;tabla 77, 

Se ha ob:ten-i.do -i.n6onmacl6n .6obne la ea:tnuc:tuna ae

cundaitla. y :tenc-i.an-i.a, pon ;téc.n-i.ca-0 de d.lc.no¿-0mo c.-i.nc.u.f'.an 

y ne-0anancla magné:t-i.c.a nu.cleaJL (Pa-0-0a11-i. y cal., 198 ld). 

Pon med-i.o de ea:t:aa med-i.daa ae pu.do ev-i.denc.-i.aJL que .e.a :tax-i.-
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na II.9.2.2 c.on;t¿ene apnox¿madamen;te 11% de e.6;tJtuc.;tuna 

al6a-hél¿c.e y 22% de e.6;tJtuc.;tuna plegada ;t¿po be;ta (Wa

;t;ten-0 y e.al., 198'l). 

El mec.an¿.6mo de a.c.c.¿6n de alguna.6 ;tox¿na.6 e.6 e.a

mo .6¿gue: 

1. U.t.i.l.i.::a.ndo axonc..6 g.lgan.tc.6 de. c.ae.amaJt en expeltl-

men;to.6 de "vol;ta.je-.6o.6;ten¿do" .6e ha. demo.6;tnado que en 

el veneno del ala.c.nán de Na.ya.n¿;t (C. nox¿u.6) ex¿-0;te un 

c.omponen;te, denom¿nado 11.10 (Canbone y e.al., 1982), 

que a.c.;taa e.orno bloquea.don e-0pec.~6.i.co del e.anal de -0od¿o, 

a6ec.;tando exclu-0.i.va.men;te la en;tJta.da. del óod¿o (¿n6lujo), 

e.6 una di 6 ene ne-la. .impo n;tan;te e.o n nelac.¿6n al ve nena de 

El e6ec.;to del c.omponen;te 

11.10 e.6. neven-0¿ble. E-0;to ;tamb¿én e.6 una. novedad. 

2. Se enc.on;tnó que la Nox¿u-0;tox.i.na., c.omponen;te II.11 

del veneno del a..iac.ná:n C. nox.i.u.6 a6ec.;ta -0e.C.ec.tiva.men;te 

a.e c.a.na.l de po;ta.-0¿0 bloqueándolo de ma.nena neven-0¿b.ee e 

úidepend¿en;te de.e voLt.aje (Canbone y e.al., 1982). E-0;ta 

e.6 ¿a_ p~¿mena. ;tox¿na de na;tunaleza pno;té¿c.a de-0c.~¿;ta. en 
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la lL;teka;tuka que bloquea de 6okma 1.>elec;tLva al canal 

de po ;ta1.iLo . 

3. TambLén 1.ie ha de1.icubLek;to que el componen;te 11.6 

del mL1.>mo veneno e.6 una pa;ten;te ;taxLna a cku1.i;táceo1.i 

pakalLzando de 6anma 4eue41.>Lble a acocLle1.> y cangnejo1.> 

(Po1.>1.ianL y col., 1981a). 
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CROMATOGRAF1A VE AFINIVAV 

CONSIVERACIONES GENERALES 

Lo6 mé;todo6 conve.ncLonale.6 pana La punL6Lc.ac.L6n 

de. pno;te.Lna6 6e. ba6an ge.ne.naLme.nte. en dL6e.ne.ncLa6 Lm

pon;tante.6 e.xl6te.nte.6 e.n ne.LacL6n aL pe.60 moLe.culan o a 

Lo6 g~upo6 La;te.naLe.6 Lo~Lzable.6 de. Lo6 amLnodcLdo6 que. 

con.6;t.Ltuye.n La 6 e.c.ue.nc.-i.a poLLpe.ptld-i.ca de. La6 moléc.ula6 

Pon e.e. ;tLe.mpo que. 6 e. ne.q u-le.ne. pana o b;t.e.ne.n comp~ 

ne.nte.6 ne.LatLvame.n.te. puno6 y con un Ln6atL66ac;tonLo Jte.~ 

dimLe.nto, con Lo6 método6 conve.n.c-i.onaLe.6 ae. de.aannoLL6 

un mé;todo de. a.i.1.>Lam-i.e.n:to LLamado CJtomatogna6.la de. A6LnL

dad. EL LogJto de. e.ata ;técn-i.ca de.n-i.va de. La anLca y e.6-

pe.c.L6Lca pltop-i.e.dad de. Laa macnomoLéculaa; que. e.a 6u 6un

c.-l6n b-i.oLágLc.a, 

Ge.ne.JtaLme.n.;te. 6e. acopla c.ovale.nte.me.n:te. a un 6opo~ 

;te. 68L-i.do, un andLogo de.L 6u6:tJta;to de. un.a e.nzLma o un 

l-lgando e.6pe.c.L6Lco de. una moLéc.ula'ne.c.e.p;tona. 
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En el campo de la 1nmunolagLa el mé.tado ae 11.ela

cLona con el u6o de -lnmunoabao11.ben.te6, Ln.t11.aducLda6 como 

m~e11.Lale6 qu.CmLco6 de6LnLda6 pa11.a la aepall.ac-lón c11.ama

.tog11.á6Lca de an.ti.cue11.pa6 (Campbc.é'.l IJ cal., 1951). 

La. c11.ama.ta911.a.6.Ca. de a6-lni.dad expla.ta el 6en6mena 

de la -ln.te11.accL6n de la eapecL6LcLdad bi.al69-lca, en una 

911.an va11.i.edad de bLL>.te.mab de p11.a.te.Cna-li.gando. 

Una L>oluci.6n que can.tenga. a la mac11.amallcula a 

ae11. pu11.i.6Lcada ea paaada a .t11.avé6 de una columna compue~ 

.ta de. un pal.lme.'to -lnL>olub.e. e o g e..t el cual .t-le11e un lLga!'.!_ 

do que ha 6-ldo uni.do cova.ten.te.men.te. 

La.a p~o.te.Cnaa que na muea.t~an una ap11.eci.able a6i.

n-ldad pa11. eL li.gando paaa11 po11. .e.a columna 6i.n L>ell. 11.e.teni. 

daa, mLen.t1ta6 que lab que 6 .l lo 11.e.ca no cen ( .fi.gando l pue

den 6e'1. 11.e.teni.dab en p11.opa11.ci.6n a. 6u a6i.ni.dad, bajo la.6 

cond-lc-i.o ne.6 expe11.-lmen.tct-!'.e.6. La. p11.a.te.Lna e.6 pec.C6-lcame.n.te 

a.d6011.bi.da puede. 6e'1. elu.lda a.e.tell.ando la. compo.6LcL6n de.l 

.60.fven.te o med-lo pa11.a que .e.a d-laocLac-i.ón ae. e6ec.túe. 

En p11.i.nci.pi.o, pueden u6a'1..6e ad.6011.ben.teb eapec.C6-l

co.6 pa11.a. pu11.i.6i.ca11. enzi.ma.6, a.n.ti.cui11.poa, áci.dab nuclli.-
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co6, co6actatc.e6 o ptc.o~eLna6 un¿da6 a v¿.tarn¿na6, pno.te{ 

na6 1c.eptc.e6otc.a6, ptc.o.teLna6 de .t1c.an6po1c.;te, dtc.oga6, etc. 

La6 ven.taja6 ¿nhenen.te6 de e6.te m~todo de pun¿6f 

cac¿6n 6 on .ea tc.ap.-ldez y .t'.a 6acLC.-idad de hacetc..t'.o e.n un 

60.lo pa6o, .e.a tc.áp,.í_da 6e.patc.ac¿án de ¿n/úb-idotc.e6 o c.on.ta

m¿nan;f:e6 de6;tnuc.t¿vo6 como pno.tea6a6, y .t'.a p~o.tccc-ión 

a .la de6 na;tu1c.a.f.¿zac¿6n dutc.an;te. .e.a pun.-l6.lcac.l6n 6 e. de.be. 

a .t'.a e6;tab.l.t'..lzac.l6n .t'..lgando-6-i.tlo ac.t¿vo de. pno.te.Lna6 

en 6 u e6 .tado na.tl vo. 

Ve.be hacetc.6e una cu¿dado6a p.laneacl~n an;f:e.6 de. 

que .t'.06 pnoce.d¿m.len.to6 e.6pecL6¿co6 6e.an J!..t'.e.vado6 a cabo. 

La6 m<Z6 lmpon;tan.te6 con6.lde.tc.ac.lone.6 6on: 1) e..I'. .t¿po de. 

ma;tn.lz, 2) .la na;tutc.a.t'.eza de.t'. .t'..lgando, 3) J!.a6 cond.lc¿o 

ne6 u6ada6 pana ad6otc.be.tc. 1J e..l'.u.étc. .la pno.te..Cna de .l'.a co

.1'.umna. 

La6 cond.lc.lonu e.6pe.cL6.lca6 pana .e.a putc.¿6.lcac.lón 

de. una ptc.o;f:eLna en pan.t.lcu.1'.atc.,. deben 6 etc. a.C..tame.n.:te .lnd.l-:

v¿dua.1'..lzada6 pue6.to que. e.l'..l'.o ne6.t'.eja .e.a an¿ca ptc.op¿edad 

de. e6 pec.l6¿c.ldad b.lo.l'.óg.lca en trna ¿n;te.tc.acc.lón 6 e.e ec;t.lva 

con un .1'..lgando ciado. 
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SELECCION VE LA MATRIZ 

La pnopla aeleccl6n de la ma.t:nlz o aopo1L.t:e de loa 

llgandoa .t:lene una gnan lmpon.t:ancla pana la apllcacl6n 

La ma.t:nlz 

1. Inaoluble. 

2. Su6lclen.t:emen.t:e penmeab.e.e 

3. Nula capacldad de adaoncl6n. 

4. Ea.t:abllldad quún.lca IJ mec<fnlca en un a.mpllo 

nango de pH, 6ucnza l6nlca. IJ concen.t:naclane6 de 

deana.t:unallzan.t:ea. 

5. Vlaponlbllldad de un gnan númeno de gnupoa qu~

mlcoa capace.6 de a en a.c.t.lva.doa pa.na ln.t:noducDr. 

llga.ndoa y e.6pa.cla.done.6. 

6. Vebe 6onman una. malla pono.6a. IJ laxa, la cua.l 

penmUa una. en.bta.da y .6allda unl6onme de la.a n1a

cnomo.Cécula.6. 

7. La..6 pan.t:.lcu.ta.6 deben .6en unl6onmu., ea61?.nlca.a 

y n.lglda..6. 

8. Al.t:o gna.do de ponoalda.d. 

9. Re.6la.t:encla a.l a..t:aque mlcnobla.no. 
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po;te11cla.f.men;te ú;t-i.le.6 en .l'.aa ;téc.n-ic.aa de c1.oma.to911.a6,[a de 

a6-in-idad: 1) aga11.oaa, 2) po.t-iac.11.-ila.m.ida y 3) .eec.ho.6 

de aga.11.oaa aon pon mucho .toa máa 611.ecuen;temen;te u;t-i.t-iza

do.6, po11. poaee.11. ;toda.a la.1 c.a.11.a.c..te.11.la;t-ic.a..6 deaeab.tea. 

La ún-ica. deaven;taja. de .ta. aga11.oaa. ea au auacep;(;,{_

b-i.t-ida.d a .ta. c.on;t11.a.c.c.-i6n cuando ae u;t-i.l-iza.n ao.luc.-ionea 

du na.;tu11.a..t-izan;tea pa11.a La e.tuc...i.ón. Lo.6 .lec.hoa de po.tLa.-

c11...i..lam..i.da 11.eúnen muchoa de Loa c11.-i;te11...i.o.6 deaeado.6. La 

ma.yo11.~a. poaeen un g11.a.n name11.o de g11.upoa c.a.11.boxam..i.da..6 mo

d-iá-ic.ab.le.6 pe11.mLt..i.endo a.-0.C La p!tepa.Jiac...i.ún de una ma.;(;11.Lz 

ca11.ec.en de una buena po11.o-0..i.dad, .la cua..l a.demá.6 ea d,{_a

m..i.nulda. po11. au .6u.6;t-i;(;uc...i.ón, 

Un med..(.o que puede ..i.nc11.emen;ta.11. .6u uao en e.e 6u;tu-

11.o, ea e.e c.ona;(;..i.;tu.Cdo po11. .f.o.6 .lechoa de v..i.d11.-io de po!to 

con;t11.o.lado. 

ea;ta.bL.l..i.dad mec.án..i.c.a y qylm..i.c.a, .la. cua..l pe11.mL;te un buen 

6.lujo bajo una a.mp.f.,{_a va.11...i.edad de c.o'nd-ic...i.onea. Loa mti.6 

.6 e11...(.oa p11.o b.lema.6 encon;t11.ado.6 con .lo.6 .e.e ch oa de v-id11.-io, 

.6on que e.orno med..i.o ;t..i.enen un a..f;(;o gil.a.do de a.dao11.c.-ión no 

eapec.l6..i.c.a. de p11.o;telna..6 y c.a11.ec.e de un 911.a.n name.11.0 de 
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gnupo.6 6unc-lona.te6 64c.l.tmen;te ac;t--lvable.6. Ademd.6 .ta 

6~.t-lca no e.6 e.6;ta.b.te a pH alca.t.lna. 

La Se.phano6a 48 e.6 un den.lvado de la agano<>a y 

2..6 .ta. que 6e. u;t-l..l-lza con mayan 61t.ec.uertc~.-la, polt. .6€7c. mif.6 

ponoaa que e.e. den.lva.da 68 y ;tene.n mayan capacidad de. .6U6 

;t.l;tuc-l6n que .ta 28. 

SELECC10N VEL LIGANVO 

La 6e.lec.c-lán de.l l.lgando a 6en u6ado en la c.an6-

;tnucc.l6n de. una columna de a6--ln.-ldad, nequ--le/t.e. de. cu.lda

do<>a6 cona--lde1t.ac.-lane.6. L'•.6 carid.-lda.to6 po.1>.-lb.te.6 6on: 6u~ 

;t11.aia6 an4loga6, e6ec;tone6, co6ac;ta11.e.1> de enz--lma.6 y baja 

c-len;ta-0 c.lncun6;lanc.la.6 e.l plt.ap--lo 6u6;tna;to de .ta enz--lma. 

Cuando 6€ u;t.l.tiza un 6u6;t/t.a;to, la6 cand.lc--lone.6 pueden 

a1t.1t.egla1t.6e de ;tal 6uen;te que l4 ~nz.-lma no ;tenga u"a 6un

c--lón ca;tal~;t.lca. 

Vo6 c.n.-l;ten--la6 deben cumpl-l1t.6e pana. la. 6elecc.lán 

del mejan l.lgando. Pn.lme.na, debe hacen una 6uen;te .ln;te

/t.acc.lón e.n;tne el .t--lgando y la. pno;te~na de6eada. En la 

pn4c;t.lca lo6 l-lgando6 con una con6;tan;te. de d.l6oc-lac-l6n de 
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a.Lttede.dott de 5 nM e.n 6oLucL6n· 6011 pobtte6 ca.ndida.~06. Pon 

o~tto La.do ~a.mbiln La. a.l~a. a.6lnlda.d en~tte el ligando y la 

ptto~eLna. puede. 6e.tt pettfudicia.l 6i la.6 condLcione6 tteque

ttida.6 pa.tta. la di6ociaci6n del complejo, pueden 6ett itttte

ve.tt6lble.me.n~e daHlna.6 a. La. ptto~eLna.. Segundo, La6 moltcu 

La.6 pequúia6 a 6ett unlda.6 deben ~enett gttupo.6 6uncionale6 

que. pue.den .6 ett mo di 6i ca.do 6 patta. 6 ottmatt e.e. en.e.a ce. co va.e. e~ 

~e. con e.L -0opott~e. o ma.~ttiz. Igua.e.men~e lmpott~an~e e.6 La 

modl6LcacL6n de.e. e.n.e.ace, pana. que no -0e. de~ettlotte La 

uni6n de.L Ligando a .e.a. p!to~eLna de6e.ada. 

Pott .e.o ~a.n~o e.l pa.ttá:me~tto má:6 lmpott~a.n~e e.6 La 

e6e.c~iva. a6lnida.d ob-0e.ttvada. en~tte. e.L Ll.ga.ndo lnboLubiLi

za.do y La ptto~eLna de.-0e.ada.. 

METODOS VE ACOPLAMIENTO 

Lo6 pttocedLml.e.n~o6 u~lLl.zado6pa.tta acoplatt covale~ 

~eme.n~e. el Ligando al -0opo1t~e lnvoLuctta.n do.6 pa6o6: 

1) ac~l.vaci6n de Lo.6 g1wpo.6 6uncionale.6 de La. ma..t-'l-iz 1J 

2) acoplam-ien~o de.e. Ligando a. e6~o.6 gttupo.6 a.c~lvado6. 

Laa ttea.ccione.6 quLrnl.ca6 u~l.Llzada6 patta LLe.va.tt a. 

37 



e.abo e-0~0-0 enla.c.e-0, deben &eJt modena.da-0, pa.Jta. &eJt ~ole

ka.da.ó pon ambo&, lLgando y ma.~JtLz. 

Ve&pu~ó del a.c.opla.mLen~o el -0op0Jt~e debe &eJt ex

hauó~Lvamen~e la.va.do pana. JtemoveJt c.ualquLeJt Jtemanen~e 

del.lLga.ndo no pega.do y la c.a.n~~da.d de t¿gando un¿do de-

be &eJt de~eJtmLnada. E~~a de~eJtmLnac.¿6n geneJtalmen~e -0e 

expne-0a. en ~~JtmLno-0 de c.apa.c.Lda.d pon m~lLl¿~Jto de ma.~JtLi 

hLdJta.~ada, en vez de expJteó aJt-0 e en ~éJtmLnoó de 6 u pe6 o 

6 eco. 

Ex¿&~e.n un gnan númeJto de m~~odoó paJta un-<.."t l¿-

Uno de. loó m~ó amplLame.n-

~e u&a.doó e-0 el pnoc.e.-0 o de ac.~¿vac.Lán c.on bJtomuJto de c.¿a 

n6geno. 

La mayoJtLa de loó mt~odo-0 pana ¿nrnuvLl¿zan pno

~eZna.6 -Oe ba-O~n en el ac.oplamLe.n~o de. loó gJtupoó amLno. 

ACOPLAMIENTO CON BROMURO VE CIANOGENO 

El bkomuJto de c.Lan6geno en &oluc.¿6n alc.alLna pue

de óoJtmaJt c.La.namLdaó c.on amLna.6. 'Pol-í'.me.'tc6 66lLdo6 c.on-



:ten-lendo g11.upoó- am.f.no.6 pueden poi!. .f.o :tan:to .6 elt ac.:t.f.va

doó c.on b1tomu1to de c.Lanógeno, pueó:to que .f.o.6 g1tupo.6 c.La

namLdaó pueden óelt u:t.f..f.Lzadoó e.orno .f.n:te1tmedLa1tLoó pa1ta 

ac.op.f.am.f.en.t:o c.on am-lna.6, .f.a.6 c.ua.f.eó 1teac.c..f.onan pa1ta fio1t

ma1t guanLd.f.na.6 .6Uó.:U.:tuLda.6. 

A.e. u:ti..f.Lzalt b1tomu11.o de c.-lart6geno en e,e,:te modo, 

óe enc.on:t1t6 que .loa po.f.LmelLo.6 h-ld~oxL.f.Lc.06 po!t 6L mL.6mo.6 

pueden .6elt ac.:tLvadaa y que .f.o.6 po.f.Lme11.oa 11.eac.:tLvo.6 c.on

:t-lenen g1tupo.6 é.6:te11. LmLno c.a1tbonadoó (Ax~n y e.o.e.,, 1967; 

Po1ta:th, 196 8 J. 

Loó gl!.upo.6 d-lo.f. 1,2 .6on eópec.La.f.men:te pl!.openóo.6 

a 11.eac.c.,tonalL c.on ha.f.ulLo.6 de c.-lanógeno pal!.a fio1tma11. LmLno 

c.a11.bonadoa c.~c..f.-lc.oa. 

En e.e. paóo de ac.op.f.am-len:to una .6u.6:tanc.La c.on:tenLe~ 

do gl!.upo.6 ami.no puede fiol!.malL c.ua.f.qu-le1ta de ea:to.6 :titeó 

p1toduc.:to.6, p1tobab.f.emne:te a :t11.avé.6 de.e. i..6oc.Lana:to, e.orno 

un -ln:te11.med-la1t-lo i.neó:tab.e.e. Eó:l:o.6 -lnc..f.uyen e.e. de1tLvado 

-lm-lno c.a1tbona:to, c.a1tbama:to óua:tLtu-Cdo e i..6ou1tea {FLg. :t). 

Laa eapec.-le.6 11.eac.:tLva.6 fioltmadaó en e.e. pa.ao de ac.

:t-lvac.i.ún :t.f.enen d-lfi e1ten:te.6 glt.ado.6 de eó:tabL.f.-i.dad. 

39 



,........011 
Mntri.?. .. 

'-OH 

Pneo de Acop1ru:l1.ento: 

Rrnctlv!> 

li~ rcnc1.t.vo 

r~ou.r"tl. 

C'•!rl·a~:iteo 
,.,_: ... titn-.!;:lo 

It:i1n:> 
::c.1·bonnto 

F-tg. '.1. Mé;todo de. Ac.;t-tvac.-tón poJt BJtomuJto de. 
C,i.an6ge.no 

CONVICIONES VE AVSORCION Y ELUCION VE LAS PROTEINAS 

Laa c.ond-tc.,i.one.a e.ape.c.~6-tc.aa paJta La adaoJtc.l6n ae. 

dan de.pe.nd,í.e.ndo de. Laa pJtop,i.e.dade.a e.ape.c.~6-tc.aa de. La pJt~ 

;te.~na a ae.Jt puJt-t6-tc.ada. 

dad e.a Jte.aL-tzada 6Jte.c.ue.n;te.me.n;te. e.n doa paaoa: 1) ad6 OJt-

c.,i.ón poJt c.on;tac.;to de. La mue.a;(;Jta c.on e.L adóoJtbe.n;te. en un 

me.d,i.o ade.c.uado lj 2) de.aad6oJtc.-t6n tn un aoLo paao pon c.am 
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b.lo de.e. me.di.o. 

La. debadbonc..l6n puede llevanbe a e.abo pon c.ompe-

.tenc..la c.on bu.b.tna.tob o a.n«logob del lLgando dE la ma..tnLz 

b6.e..lda., pon .e.a a.l.tenac.L6n del pH, 6u.enza .l6n.lc.a., a.gen.teb 

de.6na.tu.na.i.Lza.n.teb e.amo u.nea. o c.lo1tu.no de gu.an-ld.lna. La. 

plto.te~na. elu.~da. pu.e.de ben ne.u..tnal.lzada., d.llu..(da o di.ali.-

za.da pana pe.nmL;t,[,n bu. pitan.ta 1te.c.u.nb;l;L.tu.c.Lán a .6u. 601tma 

na..t.i:va.. 

Veb.ldo a. la.b c.ond.lc..i:one.b no Ldea.le.6 de adbo1tc.Lón 

y de de.6a.dbo1tc.-lón bajo e.6.ta.,1, c.,{,Jtc.u.nb.tanc..la..6, la bepa.na

c.-l6n .énc.omple·.ta. dé. c.on.tam:tnan-t:e.ó e.b p1tobable qu.e. .óu.c.e.da. 

Pu.e.de ob.tene1tb~ u.na. mejo1t be.p~nac.L6n u-t:Li..lzando u.n gAa.

d-len.te de elu.c..i:ón. 

La. e.i.u.c.,lón c.omple..tct de .6 u.b.tAa.to.ó, Lnh.i.bLdoAeb o 

e6ec..to1teb, pueden be.A geneActi.men.te ct6ec.-t:ctdab po!t c.a.mb.lob 

en e.e. pH o polt la. c.onc.en.t1tac..l6n de bai.. S.ln embct1tgo en 

ei. c.a..60 de .e.a -lnmunoctdb 01tc.-lón el pegado de.e. ctn.t.(g e.no a.e. 

a.n.tLc.ue!tpo pu.e.de. be.lt .tan 6u.e1t.te qu.e. en oc.a.óLoneb e..ó ne

c.e.6a.lt.lo e.ó.ta.bi.ec.elt c.ond.tc..loneb dAá..ó:tLc.ab de e.e.u.c.-lón. 

Lo.ó .lone.ó c.ao.tAopLc.o.ó .tale..ó e.amo e.l .tALc.loAoac.e.-
1 

.ta.to o pe.Ac..e.onct:to pu.e.den .6e.4 p1tobado.ó. 
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AL dLaminuin La polanidad del aolven:te, pon ejem

pLo con gLicenol, puede :tenenae un e6ecto bene6icioao, 

cuando eL enLace hidno66gico con.:tnibuye algni6ica:tiva

men:te a la 6onmacl6n deL complejo. 

La aelectividad en la puni6icaci6n puede aen in

cnementada mediante el uao de 6uatnatoa o análogoa del 

ligando, :tanto pana la adaonci6n como pana la deaadaon-

eluyen:te eapeciea que compitan pon el ligando. 

INMUNOAVSORBENTES 

Un adaonbente eapec.C6lco pana cualquien enzima o 

pito te.<: na, ea un an:t.i.cu enpo levantado e.o ntna ea a pito :teú·1a 

y unido a una matniz inaoluble. loa anticuenpo~ 6on al

tamente eapec..C6ic.oa .y tienen una muy alta a6inidad pon 

laa pnot~.<:naa c.on:tna laa que 6uenon levantadoa. Cona e-

c.uen:temen:te u na ex.la to.!> a c.ol umna de· an:t.lc.u enpo :tiene c.a

nac.:ten.C.a:tic.aa que aon genenalmen.:te má6 .aelec..tlva6 que 

ot~a6 c.La6e6 de adaonben:tea de a6inidad, loa inmunoad.aon

b en:tea .a o n tipo .a ea pe_ci.aL.l za do 6 de Lo .a ada onb en;tea bio ~ 

e.1> p ec..l 6i.c.o .a. 
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VebLdo a que el levan~amLen~o de an~Lcuenpo6 e6 

un pnoce6o complejo, la6 columna6 de Lnmunoad6onben~e6, 

no han 6Ldo ampllamen~e u~LlLada6 aan. Peno la nueva 

~écnLca de pnoduccLón de an~Lcuenpo6 monoclonale6 puede 

nevolucLonan e6~e a6pec~o de punl6Lcacl6n de pno~eLna6. 

A con~LnuacLón 6e de6cll.lben la6 ~écnlca6 y pll.o

blema6 a6oclado6 con .€.06 a11.t-icuelL/JO'~ pu.tLe.fonale6 conven 

clonale6, en6egulda y en ~éll.mlno6 genenale6 6e deacn.lben 

lo6 pa6o6 en lo6 cuale6 la mayonla de e6~o6 pnoblema6 

pueden 6ell. ne6uel~o6. 

1. PunL6Lcacl6n de la pno~e¿na (an.t~geno), poll. ~éc-

nlca6 eonuenc.f.onaee6, u.t.l.e..¿::a.ndo wia e.,;pe.c.Le d.i.6ell.e.n.te 

del animal a .lmnunLzan. 

Z. Levan.tamlen.to de an.t.lcuenpo6 con~ll.a la pll.o~e~na 

(an~¿geno), u6ando .técnLca6 

c,l6n. 

convenc,lonale6 de LnmunLza-

3, Pun,l6,lcacL6n panclal del an.tlcuenpo pon pnecLpl-

.tacl6n con 6ul6a.to de amonio. 
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4. AcoplamLen.to del an.tLcue1tpo al ad601tben.te, pan 

ejemplo, con b1tomu1to de cLan6geno a una Sepha1to6a ac.tLua 

da. 

5. Apl.lc.ac.<.ón de una mue6.tlta cnuda o panc.lalmen.te P!:':. 

1t.lfi.lcada con.ten.<.endo la pno.te.<:na (con.tita la que -0e leva!:!_ 

.ta1tan lo-0 antic.uenpo.6, a .t1tav€.6 de una columna de an.t.<.

cuenpo. Lavado de la columna. 

6. Eluc.<.6n de la columna. 

Lo.6 pa.606 má6 d.<.6.tc.<.le6 hon. ge11e1talmen..te el 1 y el 

6. Podemo-0 a-0um.l1t que el pa.60 1, ha .6.ldo e6ec.tuada al 

men.06 ha6.ta una pu1t.<.6Lcac.l6n panc.lal. Ve6de 50 µg de plt~ 

.te.tna puna, 6on 6u6.lc.ien..te6 pana Levan.tan. buen.06 an.tLcue~ 

po6. Pena .óe debe .toman. en c.uen.ta que alguna-O pno.te~na.6 

.óon má.6 an.t.lg€.nLca.6 que o.t1ta6. Ex.<.-0.te11 va1t.ia6 .tl!:cn.ica.6 

pana hac.en que una pll.o.te~na débLlmen.te an.tLgén.<.ca, pueda 

.inducLn una buena 601tmacL6n de ·an.t.icue1tpo-0. 

El pa6o 6.inal, la elucL6n de la columna, -0e ha 

v.i6.to que e6 eL paao má.6 cn.L.t.<.co en .todo el pnoce-00. 
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an;t¿cue.npo ;t¿ene.n con6:tan:te.6 de. dL6ac¿ac¿6n de.l onde.n de 

10-8 a 10- 12 M. El neduc¿n la ¿n;tenacc¿6n e6pecL6¿ca 

no ea 6¿mple. Aunque la6 ¿nmunoglobul¿na6 aon mol(cula6 

muy e.a;tablea y puede.n 6opon:tan mucha6 condLc¿onea ex;tne

ma6 6u6Lc¿en:te.6 pana nompan ¿n:tenaccLonea eapecL6¿caa, 

no ae pue.de dec¿n lo m¿amo de la pno:te~na que. ea;tá a¿en-

do e.lu¿da. Ve modo que. un pH de 2-3 de6 plazaná al an;(;~-

geno, dejando al an;t¿cuenpo ac;t¿vo e.n la columna, capaz 

de. 6 e.n n e.u;t¿l¿ za do . 

Algo a¿m~lan aucede. con al;taa conce.n;tnac¿one6 de. 

u/Le.a o 6oluen;te.a ongán-lcoa pana ~-ln-lm¿zan lo6 enlacea de. 

h-ldn6geno y laa 6uenza6 h¿dno6ób-lca-0 Jr.eapec;t¿uame.n;(;e. 

Al;(;aa concen;(;Jr.ac¿one.a de. aale.6 pueden ;(;e.ne.n ~x¿;to 6-l la 

-ln;(;e.Jr.acc¿6Vi paJr.ece ae.n pn-lnc¿palmen;(;e. ele.c;tnoa;tá.;t¿ca, 

pe.no con;tnan-lame.n;(;e 6on;(;ale.ce.Jr.á cualqu-le.IL e.nlace. h-ldJr.06~ 

b-lco. Laa aale.a cao;(;Jr.óp-lcaa ;(;alea como ;t-loc-lana;(;o, 

bnomuno de l-l;(;¿o, clonuna de magnea-lo y loa amon;t-lguado

nea de.6onman;tea, ;(;alea como el c¿;(;Jr.a;(;o de. -lm¿dazol han 

a-lda uaadoa con algún lx¿;to, peno de nue.uo la concen;(;Jr.a

c¿ón ne.ce.aan¿a puede cauaan la de.ana;(;uJr.al-lzac-lún de la 

pno;te.Lna una vez eluLda. 
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ANTICUERPOS MONOCLONALES VS ANTICUERPOS POL1CLONALES 

1) Pana ta pnoduc-

e.l6n convenci.onal de an;t:i.c.uenpo6 poli.c.lonaleb, el i.nmun6 

geno debe eb;t:an al;t:amen:te punl6i.c.ado y aan de e6;t:a mane

na e6 e.ornan encont:nan antLeuenpo6 levan;t:adob c.ont:1ta e.le~ 

;t:oi, c.ontamúian:tel>, 2) La ¡\Jtac.ci.6n de Lnmunoglobul.lnab 

de un ant:Ll>ueno pollc.lonal e6 he;t:enoglnea; lol> Lnmun6-

geno6 que i.ndttcen la pitoduc.c.Lán de una poblaci.ó11 de anti 

c.ueJtpo.6 cont:Lenen 6ubpoblaei.one6 de ant:Lc.uenpob que ne

conoeen dLfiene11;t:e6 ponc.-tone6 del Lnmunógeno y (o) la mL~ 

ma ponc.i.ón del i.11mu116geno peno con di.6enent:e6 a6Lni.da-

3) lab 1teacci.one6 c.Jtuzadaa y Jteacc.lone6 no e6pecL-

6i.c.a6 e6t:dn 6Jteeuen;t:ement:e ahoc.Ladah a loh ant.lbuenob 

po.e..lc.!'.01rnlef.. 

Ehtoh pnoblemab que 6e enc.uent:Jtan c.uando he uti.

li.zan ant:.i.c.ueJtpo.6 pol.lc.lonale-0 pueden -l>elt ev.l;t:ado.6 con 

La nueva tec.nologLa de pJtoduc.ci.ón dR anti.cue1tpo6 mono-

c.lonaLeb (Vd'.e y e.al., 1981). 

Lah ven;t:ajab 6ob1te lo.6 ant:i.cueJtpo6 poLLc.lonaleb 

pana 6-lnt:eti.zan Lnmunoad601tbe11te6 ~on: 
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1) La pnepanac.l6n de la µno:telna a u:tll,{;zan, no .t,{;e-

ne que eó:tan puna, aqul el 1% de puneza puede óen 1u6l

c.l en.te. 

2) Como genenalmen:te óe u:t,{;l,{;zan na:toneó, óe nequ,{;ene 

de una can:t,{;dad de an:tlgeno muy pequeña, un :to:tal de 50 ~g· 

puede óen 6u6lc.,{;en:te. 

3 J Muchaó d,{;6 enen:te-6 clona-6 de ;t,{;po-6 de an:tlc.uenpo-6 

c.on-t:na ·.e.a pno:telna dea eada pueden óen enc.on:tnada-6 y dlnl

g,{;daó c.on:tna d,{;6enen:te6 de:tenm,{;nan:te-6 an-t:Lgtn,{;c.o-6. 

4) Una vez que 6e encuen:tna una e.lona conven,{;en-t:e 6e 

almacena en nl-t:nógeno llqu,{;do, pnoponclonando una nuen-t:e 

.<.nde.6,{;n,{;da del an-t:lc.uenpo o b:ten,{;do, aqul la 6uen-t:e. no 

6 e -t:enmlna c.ua.ndo e.l a.n.<.mal muene. 

5) Como e./'. an-t:lcuenpo monoclonal eó puno, :todaó ./'.a.-6 

Lnmunoglobu.l-i.na.6 a.c.op./'.ada-6 a..e. a.dóonben.te ·50n e6pec..[-

6Lc.a.6 a la. pno-t:elna. deaeada., la. c.a.pa.c-i.da.d del -i.nmunoad

óonben:te e.6 genenalmen:te a.l menoó 10 u~ce-6 ma.yon. 
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ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La den¿vac¿ón de la6 lLnea6 celulane6 capace6 

de pnoduc¿n penmanen.temen.te an,t;¿cuenpo6 e6pecl6¿co6 con

.tna un ¿nmun6geno pnede6¿n¿do 6ue de6cn¿,t;o en 7975 (K8h-

len y M¿l6,t;e¿n, 7975). E6.te ml.todo 6e ba66 en la 6u-

6¿6n en.tne célula6 de m¿eloma y célula6 de bazo de an¿

male6 pnev¿amen.te ¿nmun¿zado6. La6 célula6 de bazo mue

nen en un con.to ,t;¿empo, bajo cond¿c¿one6 ond¿nan¿a6 de 

cu.et¿vo de .tej¿do6. La6 cé'lllla6 del m¿eloma e6.tán adap

.tada6 a cnecen pe1Lmanen.temen.te en cul,t;¿vo. Ve aquL 6ue

non a¿6lada6 mu.tan.te6 que canecLan de enz¿ma6 como la 

h-lpoxan,t;¿na guait-i:na n¿bo,~¿t.tnan66ena6a (azoguan¿d¿na-

1Le6L~den.te) o ,t¿m-ldúia c-lna,; a ( bnomo de,~ o x¿un¿d-lna-ne,~¿,; -

.ten.te). Tale6 mu.tan.te6 pueden cnecen en med¿o con.ten¿en 

do am¿nop.ten¿na y 6uplemen.tado con h¿poxan,t;¿na y ,t;¿m¿d¿-. 

na (med¿o HAT), pon lo que ella6 6on ¿ncapace,; de u.t-ll¿~ 

zan el med-lo 6¿lve6.t1Le. Hlbn-ldo6 en.tne .tale6 c~lula6 

y célula,; de bazo pueden 6en 6elecc¿onado6 de lo6 comp~ 

nen.te6 pa1Len.tale6 como 6¿mple6 célula6 que 6 e mul,t;¿pl:f_ 

can ac.t-lvamen.te en un med-lo 6elec,t¿vo HAT. 

Vel cnec¿m-len.to de lob hlbn¿do6, clona6 ¿nd-lvi 

dual e,; pueden 6 e1L 6 elecc¿o nada6, q U.e 6 ecne.ten lo6 an.t-l-
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c:.wuipoó de.a ea doó . Ta.teó an.t.lc.u.eJr.poó óOlt ademáó de oJr..l-

gen monoc..tona.e.. Laa c..tonaó óelecc.Lonadaó, e.amo .f.Lneaó 

·:_Jtd.lnaitLaó de mLe.toma, pu.e.den ó eJt man:te.nLdaó -lnde6-lnL-

damen:te. (F-lg. Z) 

La me:todolog.[a báa-lc.a ha ó-ldo uóada paJr.a pJr.epa

Jr.aJr. an:tLc.u.e1tpoó c.on:tJr.a u.na g1tan vaJr.Ledad de an.t.Cge.nol>. 

E6:to6 -lnc.fuyen antlcue1tpoa a hap:tenoó, pequeffoa pJr.oduc.

:to6 na:tu.Jta.f.u, c.on ac.tLvLdad b.lo.f.élg.lc.a, :ta.te.ó como neu.Jto

pép:tLdoó y pép:tLdaa ho1tma11a.te6, enzLmaó y o:tJr.aó pJr.a:te.í'.-

11a6, po.f..l6ac.á1t.ldaó, e.te. 

Loó 1teóu.t:tado6 jua:tL6Lc.an la Ldea de qu.e la pJr.o

du.c.c.-l6n de c.ua.f.qu.LeJt an:t-lcueJtpa 'aLn:te:tLzado poJr. anLma~ 

.fea ,lnmunLzadoó, pueden 6 eJr. -lnmoJr.:ta.f..l zadoó po Jr. m é:to doó 

dP. 61u,.fán ceJ'11J'a11. 

La deJr..lvac.Lón de .e.~neaó peJr.mane.n:tea de c.é.tu..f.aa 

h.ibJt.ldaa pltoduc..i.endo an:t.lc.u.e1tpa6 monac.fona.f.eó, exh-lben 

c.-leJt:taó pltopLedadeó deaeadaó. Laó pJr.opLedadeó deaeadaó 

Lnc.lu.yen no ó6.f.o e.e. Jr.ec.anoc..lmLen:to de ~n an:tLgeno; a:tJtaó 

pJr.op-ledadeó no menoó c.Jt,f;:t.lc.aó, óon .e.a 6Lna eapec.L6.lc.,ldad 

de.e. an:t,lc.ueJr.po, avLdez y paJr.áme:tJr.aó c..lnét,lc.aó LmpoJr.:tan

:teó paJr.a Jtad,lo-lnmu.noenaayoa, pJr.op,ledadeó c.-l:ta:t6xLc.aó ne-
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FUSIONEN 

POUETlLENGLICOL l 
e9c\-----1~.i 

CELULAS DE BAZO ~ 

//j\~~ 

ESTIRPE CELULAR DE 
M1ELOMA EN CULTIVO 

rr.:...ll 
~ 

•"" •• 
CELULAS MIELOMICAS 

IHPGRrl 

MEDIO HAT ~~ SELECClON DE 1.AS 
(~ CELUlAS HIBRIOAS 

CLONADO 

RECLONAOO 

CRECIMIENTO EN / 
CULTIVO EN MAS~ • t 

! ENSAYO DE ANTICUERPOS 

l ENSAYO DE ANTICUERPOS 

ANTICUERPO 

CONGE· 
LACION 

CONGE· 
LACION 

Fig. 2 Método para la obtenci6n de Anticuel"¡los Monoclonales. 
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ce6anla6 pana dlnlgln La ll6L6 dependlen:te de comµlemeu

:to, e:tc, 

E6:ta6 ctlula6 hLbnlda6 pueden manlpula11.6e medlan

:te La6 :tlcnlcaa apllcable6 a lo6 cul:tlvo6 pe~manen:te6 

de ctlulaa anlmale6. Cada cilula hLbnlda puede clonan

ae, y cada clona pnoduce gnande6 cantidade6 de an-tlcuen

po e6pecL6Lco pana un aolo de:tenmlnan:te an:tlgtnlco. A 

6u vez lo6 clone6 pueden con6e11.va11.ae Lnde6inldamen:te y 

en eualqu.len momen:to pueden :toma/1.6e mue6:t/1.a6 de el.loa 

pana hacen cu-E:tivo o lnyec:tanhe en animale6 a 6Ln de ob

:tenen anticuenpo6 monoc.lonaLe6 a gnan e6cala. Lo6 an:ti

cuenpo6 aL:tamen:te e6pecl6leoh pnodueldoa pQn ea:te mt:to

da g enenal han nea ul:tada 6 en he11.1Lam--i:en:ta<> de no:tab.le veJt 

ha:tll-tdad en muchah áneal> de .la lnve<>:tlgaeián bloláglca 

y la c.lLnLea médica. 

APLICACION VE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La :técnica 011.lglnal de<>anno.llada polL K;h.ten y Mil~ 

:teln en 1975, pana la blo6ln:tehl6 de an:tlcuenpo<> monoclo

nale<> ha <>Ldo gnandemen:te ex:tendlda dunan:te lo<> ~l:tlmo<> 

afto6 y un enonme ndmena de an:tlcuinpo<> monoclonale<> munl-
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no.6 han .6-ldo pJtepaJtado.6, E.6 ahoJta pa.6-lbte pltepaJtaJt an~-l-

cueJtpo.6 monoceanate.6 to.6 cuate.6 pueden e.6:taJc. d-lJt-i.g-ldo.6 

a d-lfie1ten:te.6 -0-l:t-i.a.6 an:t-lgén-lco-0, un-léndo.6e a eeeo-0 con 

d-l6eJc.en:te-0 con<>:tan:te-0 de un-lón. 

No e-0 de a-0ombJtaJt.6e que e.e u-00 de an:t-lcueJc.po.6 

monoceonale.6 <>e haya expand-ldo Jtáp-ldamen:te en d-lagno.6-i..6 

como en ea cJtama:to9Jta6,[a de a6-ln-ldad. 

LeJc.neJt de.6cJt-lb-l6 e.6:te no:tab.e.e haeLazgo, que cade

na.6 coJc.:ta.6 de am-lnoác-ldo-0 -0-ln:te:t-lzado-0 en e.e. eaboJta:toJc.-lo 

puedan m-lme:t-lzaJt un .6-l:t-to -0obJte ea óupeJc.6-lC:-le de una plt~ 

:te~na v-lJtaL y pueda en:tonce.6 Levan:taJt an:t-i.cueltpo.6 de e-0-

pec-i.6-lc,(;dad pJtede:teJtm-lnada que con6-leJten -lnmun-ldad con

:tJta e.e. v-lJc.u.6 • 

Pue.6:to que pép:t-lda.6 de bajo pe-00 moeecu.lak .6-ln:té~ 

· :t-lco.6 o nativa.6 pueden adop:taJt d-l6eJten:te<> eó:tkuc:tuka.6 can 

60Jt~~c-lona.e.e-0 en -00.e.uc-lón, e-0 un :tan:to óOJtpJtenden:te en

:tendek que :taee-0 pép:t-i.da.6 puedan -i.nduc-i.Jt ea 6ok_mac-lón de 

anticuekpo.6 a .6 egmen:to.6 de pJto:te,[na.6, :e.a.6 cuaLe.6 po.6 een 

una c-lek:ta mov-l.t-ldad den:tko de .e.a e.6:tkuc:tuJta :tJt-ld-lmen

.6-lonaL de La plto:te,[na. 
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MATERIAL 

Fuen.t:e del veneno 

Se colec.t:akon apkox¿madamen.t:e 10 000 alackane6 v¿

vo6, Cen.t:kuko¿de6 ~ox¿u6, en la poblac¿6n de Pan.t:anal, 

Nayak¿.t: a 10 km. de la c¿udad de Tep¿c. Lo6 cuale6 6ue

kon de.t:ekm¿nado6 pok el Pko6e6ok Ju.e¿&. 

Lo6 alackane6 6uekon ane6.t:e6¿ado6 con b¿6x¿do de 

cakbana y el veneno 6e le6 ex;ckajo pok e6~¿mulac¿6n el€c 

.t:k¿ca del .t:el6on, colec.t:ándo6e en caja6 de Pe.t:k¿. 

Se kecupekó el veneno con agua b¿de6;c¿tada, 6e 

cen;ck¿6ugó a 18 000 x g pok 10 m¿n !f el 6obkenadan;ce 6e 

t¿o6¿l¿zó y 6e congeló ha6.t:a 6u u6o. 

·FuenA:e del ·ma;tek-la.R. 

La6 ke6¿na6 ckomo;c6gkd6¿ca6 pkov¿n¿ekon de Phakma

c-la f¿ne Chem¿cal6, Up6ala. Suec-la {Sephadex G-50 med¿o 

y Sephadex G-10 6¿no), de Wha;cman Inc., Cl-l6.t:on, New 

Jek6e; (Cakbox-C:me;c¿l--celula6a !f Ve.U:-llam¿noe.t:¿l-celulo6i:t), 
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A 6 6-i- g e.t'. G- 1 O de. B-io Rad La bo Ita to.'t-le.1.>, R-ic.hmond, Ca.e-l

óoJr.n-la. 

E.e. Btr.omulto de C-lan6geno fiue. de ·E. Metr.c.k, Vatr.ml.>

.:tad.t, Ale.man.ta. 

E.e. P.ea1.>ma equ.tno an.t-la.eac..tr.án 6ue donado poJr. e.e 

In1.>.t-l.tu.to Nac.-lona.e de H-lg.tene. 

Lo!.> 1.>ue.11.01.> an.t-lc.laóe de -lnmunog.eobu.e-lna1.> 6ueJr.on 

de Labotr.a.:Cotr.-ioó Me.lay, U.S.A, 

Todo!.> .eo1.> dem61.> 1teac..t-ivo1.> u.t-ilizado1.> fiuetr.on de 

g Jz.ado anal.lü e.o, 
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METO VOS 

1) PURIFICACION VE LA NTX 

Paka la6 ckoma:togka6¿a6 de F¿l:tkacL6n en gel 6e 

u:t-ll-i.za1wn do6 .:t.-lpo6 de ke6¿na6: Sephadex G-50 med-lo y 

Sephadex G-70 6-lno. E6:ta6 ke6-lna6 6e pkepakakon de acue~ 

do a la6 -i.n6:tkucc-<.one6 de la6 compaff¿a6 pkoveedoka6, 

Lo6 de.:t.alle6 ckomo.:t.ogk~6-lco6 6e dan en la 6ecc-i.6n de 

ke6 ul:í:ado6 . 

Paka la ckoma:togka6¿a de ln:tekcamb-lo -l6n-lco 6e 

u:t-ll-lzá una ke6.ina ca:t-i.ón-lca de Cakboc-i.me:t-il-celulo6a. 

1 J Se pe6akon 5 gk6. de ke6-l!'la y 6e pu6o a h..{_dk~ 

:tak en 100 ml. de una 6oluc-l6n 1 M de NaOH (h-ldk6xido 

2) 6e coloc6 la ke6-lna en un 

6-lt:tko BUchnek con papel Wha:tman #7; 3) 6e kemov-l6 el 

NaOH pok 6uccL6n; 4) 6C lavó la ke6-lna con 150 ml. de 

agua b-lde6:t-llada; 5) 6e volvió a ke6u6pendek en 100 ml. 
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de una aolucl6n 7 M de HCJ (dcido clo.1thLd.1tlco) de 2 a 

3 mln.; 6) paaado ea.:t:e .:t:lmpo ae vuelve a lavaJt con agua 

bidea;t..f.lada; 7) la Jteaina •e u..f.e.1t.:t:e en el amo.1t.:t:i9uado.1t 

de eluci6n y ae le .1temueuen la• pan.:t:Lculaa 6inaa polt au~ 

ci6n. La• condicione• c1toma.:t:og.1ta6icaa •e eapeci6ican 

en la aecci6n de 1teaul.:t:adoa. 

Pana veni6Lca.1t la homogeneidad de la• 6'1.acclone• 

pun..f.6..f.cadaa ae mon;t6 una elec.:t:Ji.060'1.e•l• en gele• c..f.lLn

dJi.lco• de ac.1tilam..i.da en el aia.:t:ema a alanlna~u.1tea 

(Re..i.a6..f.eld y col,, 7962). 

Cuanti 6lcac..f.6n de PJi.o;te.Cna: 

Pana p.!topóa..f.;tos c.1toma.:t:ogná'.6icoa la concen.:t:1taci6n 

de pJi.o;te.lna •e midió eapec;t.1to60-tomé:.:t:n..f.camen.:t:e, ea deciit, 

que la concen;t.1tac..f.ón de p'1.o;teLna ae m..f.dló en baae a la 

abao.1tbe11c..f.a a 280 nm. Polt an4ll•l• de amlnoá'.cidoa de la 

NTX puna ae de;te.1tm..f.ná el eoe6..f.c..f.en.:t:e de abo•nbenc..f.a de la 

NTX a 280 rim. Ve ea;ta 60'1.ma, 1.14 un..f.dadea de ab-~011.ben-

e..f.a a 2 80 nm. e• una eube;ta de cua.1tzo de 7 cm. de eaml-

no 6p;t..i.co ea lgual a 1 mg/ml de NTX. 
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La compob,ic,i6n de. am,lno4c,ldob de. Lab p!to~eLnab 

pu1ti6,icadab en e.b~e ~Jtabajo, óue de.~e.Jtminada en La Uni

dad de An4L,l6,lb de. Am,inoác,ido6 y E-0~1tuc~u1ta de Pnote.L

nab de.l 1nb~i~u~o de. 1nveb~,igacione.b Biomid,ica6 de La 

UNAM. 

La compa6,icidn de am,ina4c,ido6 6e de.~enm,in6 en un 

anaLizado!t automá~ico Vunnum-0500 en donde. Lab mue6~1ta6 

bon bamet,idab a una h,id1t6li6lb ác,ida can HCI (4eido 

cLanhLdnica) pan 24 6 48 ho1tab, blguie.ndo e.L mf~odo de. 

S~an6ond Moo!te. (Moone., 1963). 

ZI PURITICACION VE ANTTCUERPOS ANT1~NTX 

La pu1ti6icaci6n de. e,~,ta.6 crn~~eue.1tpo6 6 e. L.f.e.v6 a 

cabo po!t med,io de una etwma~ogna6La de a6in,i.dad. La 

cual be. ain,tetizó acoplando NTX a Sepha1to6a 4B pan e.L mi! 

~oda de b1tomu1ta de e,¡'.an6geno (Pa!ta~li, 1968}, 

57 



7) .6e dLluyen 30 ml de Sephano.<1a 

4B en Lgual volumen de agua de.<1~Llada; 2 J .6 e agnegan 

2.3 gn.<1. de bnomuno de cLan6geno agL~ando y man.tenLendo 

el pH cencano a 11 con NaOH 4 N ; 3) una vez e.<1.table el 

pH .<1e lava la ne.<1Lna pon 6Ll~nac¿6n en un embudo MLllLpo

ne nápLdamen~e. con un amon.tLguadon de bLcanbona~o de 

.<1od,i;o 0.1 M pH 9. O; 4) a la ne.<1Lna ~odavLa hameda .<le le 

agnega la pnoxeLna (NTX 400 µg) la cual .<1e encuenxna ne

.<1u.<1pendLda en el amonxLguadon de lavado; e.<1~0 .<1e deja -

agL~ando len~amen~e pon 4 hona.<1 a xempena.tuna ambLen~e y 

de.<1pu(.<1 xoda la noche a 4'C; 5) .<le .toma una alLcuo~a del 

.<1obnenadanxe pana dexenm,i;nan la can~dad de pnoxeLna aco 

pla.üa. a la ne.6Lna; 6) .<1e man.ta la e.alumna y .6e la.va con 

7) deapu(.6 .<1e equLlLbna. con 

lo.<1 amonxLgua.done.6 de connLda. 

c.ena.n a 4°C con a.zLda. d~ .<1odLo al 0.02%, 

PunL6LcacLón de a.nx,i;cuenpo.6 anxL~NTX del Pla..<1ma. 
equLno an~Lalacnán. 

Lo.6 a.nxLcuenpo.6 o LnmunoglobulLna..6 .<1e punL6Lcanon 

del pla.<1ma. de caba.llo.6 LnmunLza.do.6 con ~oxLna.6 de a.la-

cnán. E.<1.te pla.<1ma. .6e cenxnL6ugó a 5 000 npm pon 15 mLn. 

pana .6epana.n la 6LbnLna.. 

58 



Se. h.lc..le.1ton. al.tc.uo:ta..6 de. 50 m.e. y .6 e. c.on.ge.la1ton. pa.1ta .6U 

u.6 o po .6:te.1t.la1t, 

Un.a a..e..tc.uo~a de. 50 ml de. pla.t>ma .6e. d.lluy6 e.n. 

-lgua.e. valumen. de. ama1t:t.lgua.da1t de Tltúi-HC1 0,1 M pH 7,95 

pa1ta :te.n.e.1t un.a c.an.c.e.n.:t1tac.-l8n. 6.ln.al de. 50 mM del m.l.t>ma 

a.ma1t:t.lguada~. Se. ap.e..lc.ó a. la e.alumna. de. a.6.ln..lda.d Se.pha.-

1to.6a 4B-NTX y .6e. lav6 c.on. el ama1t:t..é9uada1t de. c.01t1t.lda 

T1t.l.t>-HCJ 50mM pH 7.95. 

n.a.6 .6e. ap.e..lc.6 ác..lda ac.é:t.lda 0,1 M. 

200 µl de. T1t-l.6~HCJ 1 M pH 7.95 a. e.a.da :tuba de. e.Mayo, 

e.n. lo.6 c.uale..6 . .6e. .tban. a c.ale.c.:talt .f.a.6 .ln.mun.aglabul.ln.a..6 

e..e.u.tda..6 de. la c.olumn.a.. 

Se. de.:te.Jt m-ln.6 .e.a e.a n.c.e.n.:t1ta.c..lón. de. .ln.mun.ogla bul.l

n.a.6 palt me.d.la de. au de.n..6.ldad 6p:t.lc.a a. 280 n.m a.6um.le.n.do 

qu.e. 1 A ·r ·c.·m. 
2 &o n.m ; 1. 4 mg /m.l, 

Pa.1ta. ve.1t.l6.lc.a.1t .e.a. homoge.ne.tda.d de. la..6 .lnmun.aglo-
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buL-lna6 pun.i.6-lcada6, 6e mon~6 .una elec~1to6okc6.i.6 en gee 

de poL-lacn.i..tam.i.da a.e 12.5% en SVS !f en cond.i.c.i.nne6 'Le

duc~olta6 (Laemm.i'..i., 1970). 

En6 a!J o I nmuno en z-<.má~.i.co: 

La.& .i.nmunogtobul-lna6 6 e ~-l~uLa1ton polt et mé.todo 

de ELISA (velt e.&quema de .ta 6-lg. 3). 

EL ml~odo con6-i.6~e en: 

1) Se uU.t-lzan ptaca6 de poL.i.v.i.n-i.Lo de 96 pozo6. 

Se .lnC:uban 700 u,l/pozo de La 61tacc-lón II.11 a una con

cen~Jtac.lón de O. 3 i;g/mL en un amon~.lguadon de b.lc:a1tbona

~o de 6od-lo 20 mM pH 9,2, ~oda La noche a 4° C. 

2) Se qu-l~a la 61tacc-lón II.11 y 6e ag1tegan 

150 ~ .t/pozo de u.11a .6oluc.l6n de albúm.lna bov-lna aL 1% en 

PBS y 6e deja de 3 a 4 ho1ta6 a ~empena~una ambien~e. 

3) Se lava la placa c-i.nco vece6, con una 6oluci6n 

de PBS, Tween 20 0.05%. 

4) Se colocan la6 -lnmunoglobul-lna6 a d.i.de1ten~e6 
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1 • - Antígeno adsorbido a la fase sólida 

2.- Proteína adsorbida a los sitios no 
ocupados por el antígeno 

3.- Uni6n del anticuerpo presente en la 
muestra con el antígeno. 

4.- Adici6n de tm segtmdo anticuerpo 
acoplado con una enzima. 

S.- Adici6n del substrato. 

Fig. 3 Fundamento del método de ELISA para la detección de anticuerpos. 
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c.onc.e.n.t1t.ac.-lone..11 ( 70, 3, 1, O. 3, 0.1, O .03, 0.01 ':\ g/m.e..) 

e.n PBS, Twe.e.n 20 0.05%, 3% de a!.bám-lna bov-lna, 

de.ja .toda .e.a nac.he. a 4• C. 

E.11 .to .11 e 

5) Se .e.a.va. .e.a p.e.a.c.a c.-lnc.o vec.e..11 con .e.a. .110.e.uc.-lón 

a.n.te..11 me.ne.lanada. 

6) Se. agll.e.ga e..e. .11e.gu.ndo an.t-lc.u.ell.po, en e..11.te. c.a . .110 

.6 e u..t-l!.-lz6 Pll.o.te...Cna A de S.taphy.e.oc.oc.u..6 aU:/te.u..11 ac.op!.a.da. 

a. Pe.ll.ox.t.da..11a., en u.na. d-l!.uc.-lón de. 1: 10, en u.na .11oluc..t.<1n 

de PBS, Twe.e.n ZO 0.05%, 3% de. a!.bám-lna. bov-lna y .11e. de.ja. 

de 3 a. 4 holl.a.6 a .te.mpe.1t.a.~u1t.a amb-le.n~e. en .e.a. ob.11c.u.1t.-lda.d. 

7) Se .e.a.va .e.a. p!.a.c.a. c.-lnc.o vec.e.6. 

8) Se /te.ve.e.a. .e.a. p!.a.c.a c.011 u.na .110.e.u.c.-lón de 01t~o

óe.11.t..e. e.nc:Uam-lna (0.4 mg/m!.) má.6 u.na. .110.e.u.c.-lón de. H-ldll.op~ 

ltox~.e. de u/tea. (0.2 mg/m!.) y .11e de.ja poll. 10 m-ln. en La. 

o b.11 c.u.1t.-ldad. 

9) Se pa.ll.a. .e.a. 1t.e.ac.c.-lón c.011. HCl 6 N. 

10) Se. te.e .e.a. p!.a.c.a. e.11 un le.c..toll. de ELTSA a. 490 

nm. 
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Mé;todo de Inmunod-l6ua,{_6n Vob.e.e de Ouc.h;te1t.e.ony 

Se mon;tó .e.a ;téc.n,{_c.a. de Inmúnod,{_6uó,{_ón pa.'ta p1toba1t 

laó -lnmunogf.obuLlna-i> pu1t.l6-lc.ada..6 C.aiit1ta vene.no .to:t:a..e., 

6Jc.ac.c.-i.6n II y 6Jc.a.c.c.-l6n I I. 11. · 

Ademá-6 ;tamb.lén paJta .e.:teva'.Jt ;a_ e.abo .e.a de..t:eJc.m.lna.

c.,{_6n de c.la.-i>e de .f.o/.> a.n;f:,{_c.ueJc.~~~~monoc..e.ona..e.e/.>. 

E.e. mé.todo c.an-6.l-i>;te en: 

1) PJc.epa.lta.c...lón de .f.a.-6 .e.ám,{_na./.> paJc.a. .lnmu.nod..l óu.a.lón. -

.e.a¿ .e.ám-lna/.> /.>e pJc.epa1ta.n poJc. medlo de do6 ~o.e.uc.-lone6• 

So.e.ucA.ón A: 

0.2 gJc.4. de a.ga.Jt (Nob.e.e de VIFCO) en 50 m.e.. de agua. de6~ 

;t,¿.e.a.da en ebu.e.e.-tc.-lán a. e.s;ta. 60.e.u.c.-lón 6e. .ee a.gJtegan 75 µ f_ de 

g.e.-lc.eJc.o.e.. 

So.e.u.c..lán B: .5e d.l-i>ue.f.ven 1 gJc.. de Na.e.e., 

1 gJc.. de a.gaJc. y 3 gltó. de Po.f.-le:t:.l.e.eng.f.~c.o.e. (PM 6000) en 

98 m.e.. de a.gua. de.-i>;t-l.f.a.da. en ebu..f.l.lc.-lón, de4puéó 4e .e.e 

d-<.-i>m.lnuye .e.a ;tempeJc.a.;tuJc.a a. 45ªC y 4e a.g.'tega az.lda de. 

¿,od-<.o 0.1% c.onc.en;t:Jc.ac.-<.6n 6,{_na..e.. 
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A pontaobjezoa l.lmp.loa ae Le6 pone aoluc.l6n A 

pana fionman una capa muy delgada, 6e deja 6ol.ld.l6.lcan. 

Veapuéa ae le agnega a eazoa m.lamoa pontaobjezoa aolu

cL6n B a 6onman una capa de ~ 2 mm. de eapeaon 6e de

ja aol.ld.l6Lcan y ae conaenvan a 4°C en azm6afiena hame

da. 

Pana zeff.ln Laa l~m.lnaa de .lnmunod.l6u.a.l6n, 6e co

locan en PBa pH 7. 8 pon 24 hon.aa deapu.<t:a 6e aacan y 6e 

Lea coloca papel 6LL~n.o 6obne eL agan y ae ponen a ae

can. en una eazu6a a 37ºC, poazen..lonmen~e 6e enjuagan 

con agua de6~Llada y 6e colocan en el c.olonante pon 2 

hon.aa (Am.ldo Black). Se decoLonan con ~c.ldo acé~.lco 

al 2 % eL t.lempo n'ec.ea an.lo. 

2. 2 Pu.nL6.lcacLón de Antlcuenpoa MonocLonale6 anz.l-NTX: 

La obzenc.l6n de eatoa anz.lcu.e1¡_poa 6e llev6 a e.a

bo en coLabonac..l6n con el Vn. Pa6cal Hen..l6n del Vepan

~amen~o de ZnmunoLogLa del Znaz.ltuzo de Znve6t.lgac..lonea 

B.loméd.lc.aa U.N.A.M. 

Se obtu.v.lenoH 6e.l6 clona6 a'.eaa que 6e lea d.lo 

e.e· nomb'1e rle. BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16, BNTX lb 
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y BNTX 27. 

Una vez pn.abadah lah habn.enadan~eh de cu..e~.tvo de 

lah h.tbn.tdamaó y expand.tdaó lah ctanah, he pnepanal!.an 

h uh pabtac.taneh de na~aneó de ta e.epa Balb/c. de 3 O gl!.h. 

de peóo y de oc.ha hemanah de nac..tdah apnax.tmadamen~e. 

Se leó .tnyec.~6 .tn.tltapeM~anea.e 200-i{de Pn..th~éln u.n 

meó an~eh de .tnoc.u.laJtleó 7 06 cétu.lah de c.ada u.na de 

lah c.lonah ob~en.tdah; eó~o -0e h.tzo palta .ea pJtodu.c.c.t6n 

de u.n L~qu..tdo de Aóc.~~.tó. Cu.anda loó Jta~aneó pl!.ehen~a-

non ó~n~oma-0 de ~u.moJt, óe c.o-0ec.h6 e.e .e~qu..tda ahc.~~.tc.o 

pan pu.nc..t6n en e.e abdomen, Jtec.olec.~ándolo en u.n ~u.bo de 

enóayo 1J dejélndoto u.na hoJta a ~empeJta~u.Jta amb.ten~e paJta 

qu.e óe áaJtmaJta e.e c.aélgu.to de 6.tbJt.tna. 

Ve-0pu.éó de ~nanócu.n.n..tdo eó~e ~.tempo loó ~u.bo-0 óe 

cen~n..táu.gaJton a 830 x g. pon 10 m.tn. 1J he gu.andan.on to-0 

-0ab1tenadan~e-0 a -20°C, 

Se mo n~6 u.na e.eec.~n.o á ol!.eh.l6 en_ ge.e de pat.tac.l!..tta~ 

m.tda en TJt.ló-gl.tc.tna pH 8,9 -0.tn ge.e c.onc.en~l!.adoJt, c.an ta 
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6¿naLLdad de poden dexecxan Lob anx¿cuenpo6 monoclona

Leb de Lab muebxnab de L.CquLdo de abc,(_x¿b y poden compa

nanlob de acuendo a bu concenxnacLón. 

PunL6¿cacL6n de an~¿cuenpob monoclonaleb a panxLn 

de lLquLdo de abcLx¿h. 

1) EL l~quLdo de a.bcLXLb be ul~nacenxnL6ug6 a 

50 000 x g. dunan~e 30 mLn. Ebxe pabo be e6ec~u6 pana 

La eLLmLnac¿6n de Lob LlpLdob pnebe.n~e6 en et l,(_quLdo 

abc.CxLco, 

Z) La mue.bxna. una vez t¿bne de LLp¿dob he dLluy6 

cuaxno ve.ce.b con PBS 6n.Co. Todo eL pnoce6o de punL6Lca

cL6n be lleva a. cabo a 4°C. 

3) A e.bxa. boLuc¿6n be Le agneg6 un volumen ¿gual 

de una .6olucL6n de 6uL6a;t;o de amonLo baxunada y be de.f6 

con ag¿;t;acL6n conbxanxe pon 1 ha~a. 

4) La mueb~na be ce.n.:t:nL6ug6 a 5 000 x g. pon 10 

múi.. 

5) Se. debhech6 e.L .l>o bnenada·nxe y el pnec¿p¿~ado 

.be ne.l>u6pendL6 en un volumen de 10 mL. de. un amon;t;¿gua-
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don. de. TJtL6-HC1 20 mM pH 1,8 con 20 mM de NaCL. Se Le. 

hLcLen.on do.6 cambLo.6 de amoJt;t.Lguadon. e.L p!tLmeJto de. cua

;t.Jto hoJta.6 y e.l begundo de ;toda La noche. 

7) La muv.;t.Jta. de la. dLálL.6L.6 be c.e.n;t.JtL6ugó a. 

15 000 x g. poJt 10 ni.ln. 

B) Se. ;tomó e.e .1>obJtenada.n;te y .1>e. Le.yó .6u denbLdad 

óp;t.Lca. pa.Jta de.;teJtmLna.Jt la c.once.n;t.JtacL6n de µJto;te.Lna.. 

CJtoma.;togJta.6La de Tn;te.JtcambLo Ión-leo en VEAE~ceLuLo6a.: 

Pan.a e.1>;ta. c1toma;t.JtogJta.6~a be u;tLLLzó una Jte.bLna. 

anL6nLc.a de VLe.;t.Lla.mLnoe.;tLL-ce.Lulo.1>a.. E.1>;ta Jte.bLna. .1>e 

pJtepaJt6 de. -lgua.l ma.neJta. que. La de cabox.i.me;tLL-ceLulo.1>a, 

con la. únLca d-i.6e.Jte.ncLa de que. pJtLme.Jto .6e pone en HC7 1 

M y de.6pul6 en e.l Na.OH M. La..1> condLc.Lane.1> c.Jt.omato91t! 

6-lc.a.6 de. e..6pec-i.6.écan en la .1>eccL6n de. 1te.buL;ta.do.1>. 

El ec..tfl.O 6 o Jt e.6 L.6 : 

Se. mon;t.6 una eLe.c;tn.o6o~e.6Lb en gel de polLac1tLLa.

mLda en TJtLb-gLLcLna pH 8.9, pa.Jta. ve.1tL6Lca1t La puJteza de. 

.C.o.6 a.nticue1tpo.6 monocLona..f.e6 o b;te.nLdo.6. 
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Todo el pltoc.ed.lm.len;to .6e .f..f.ev6 a e.abo en la-0 m-l-0-

ma-0 c.ond-lc..lonu palta la-0 -0e-<.-0 e.lona-O de an;t-í.c.u.e1tpo-0 mono 

c.l o na.e e-0 . 

Ve;te1tm-lnac..l6n de C.f.a-0e. 

Polt med-í.o de la ;téc.n-lc.a de .lnmu.nod.l6u<>-i.ón .:1 e de

.te1tm.ln6 la c.la.6e de lo-0 an;t.lc.u.e1tpo-0 monoc.lonale.6. 

an.t.l- r gG ,. 

an;t.l-TgG7, an;t.l-TgG 2 , an;t-t-lgGza, an;t-í.-TgGzb, an;t-i.-TgA 

1J an;t-i:..,. r g M • 

E<1;to<1 .6u.elto.6 <>e d.llu.ye1ton en u.n volumen equ.-í.va.ee~ 

.te de .6U.elto de c.aba.e.eo~6e.ta.e bov.lno (75:25). s~ deja

/ton a .tempeJz.a.tu.Jta amb.len.te po11. 3 hoka.6, .:1 e c.e.H;t1t-í.6u.ga.1z.on 

15 m-ln • a 830 x g y <1e gu.a1tda1wn .to.6 ;,ob1tenadan.te;,, 

PaJta .e.eevalt a e.abo la -í.nmu.nod-i.6u.l>-í.6n ;,e. u.;,6 me.-

d-i.o de c.u.l.t-í.vo c.on a.n.t.lc.u.e1tpo;, c.onc.~n.tJz.ado;,. E.6.to .6e 

c.on;,-i.gu.e l-í.06-í.l-tzando 1 ml. de. mu.e.l>.tlta IJ 1te;,u.;,pend.lendo 

en 140 µl de agu.a de;,.t.llada, Se c.oloc.a1ton 10 µ,e de e.a 

da u.na de la-0 mue.6.tJta;, en lo.6 pozo-O de la.6 plac.a.6 de -ln

mu.nod.l6u..6-l6n c.on.tJta 10 1J .e de e.a.da· u.no de lo.6 ;,u.eJz..to.6 

a.n.t-tc.la-0 e. 
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3) TNMUNOAVSORBENTES 

3.1 Inmunoad601tbente con Ab. polLclonal: Sephalto6a 

4B-Ig. 

La• LnmunogLobulLna6 pu1tL6Lcada6 polt medLo de la 

columna de a6LnLdad Sepha1to6a 4B-NTX, 6ue1ton acoplada• 

~ Sepha1to6a 48 polt el m~~odo de b!tomulto de cLan6geno 

(de•cltL~o an~e1tL01tmente). 

LnmunoglobulLna6. 

Se acoplalton 16.8 mg. de 

3. 1.1 Pu1tL6LcacLón de la NTX a pa1t~L1t de F1taccLón TI. 

Se aplL¿a1ton 30 mg, de 61taccL6n TI del veneno 

de Cent1tu1t0Lde6 ¡~ a la columna de a6LnLdad Sepha.

!to6a 4B-Ig y 6e la11ó co1t un a.ma:tt.lguaúu!t de TltL6-HC1 

50 mM pff 7.3. 

Pa1ta el1<-i1t la p!to~e.f!na •e aplLcó un amo.1ttLguado1t 

de glLcLna-HC1 50 mM pfl 2. 9, pa!ta neut1tal.iza1t el pfl 

del amo1t~.i9uado1t de eluc.lón 4e ai'iadLe1ton pltevLamen.te 

200.,Jde T!tL6-flC1 1 M pfl 7. 3 a cada tubo de en1>ayo en 

lo6 cuale6 •e .iban a colec~a!t la NTX elu~da de la co

lumna. 
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El pico eluldo de ea.ta. cnoma..togna.61a., ae lLo6i

liz6 y ae neauapendi6 en ml. de a.gua .te.tna.dea.tLla.da. y 

ae a.plic6 a una columna. de Sepahdex G-10 de dimenaionea 

0.9 x 65 cma. con la 6ina.lida.d de eliminan la glicina. de 

la mueó.t1ta.. 

Vel .tubo que con.ten~a. al pico de pno.te~na., ae 

con1ti6 una. elec.tno601teaia en geleó de ac1tila.mida en a.ce 

.ta.to-u/tea, pana ve1ti6ica.n óu homogeneidad, 

Vel miamo .tubo ó e p1tob6 .tox-lc-lda.d en Jta..toneó de 

la. cepa. CV1 de 20 g1ta. de pea o. Se inyec.ta1ton 200 µ l 

ap1tox-lmadamen.te 38.2 µg de pJto.telna. 

Ve.t mi.amo .tubo .&'e .toma.1ton 12. 4 µg de p1to.telna. 

pa.Jta. un a.nd.t-la-ló de arn-lnodc-ldba. 

3. 2 Inmunoa.dao1tben.te con Ab. monoclonal: A66i-gel~Ab. 

monoclona..t BNTX 4 

Ve loó a.n.ticuenpoa monoclona.lea pu1t.l6icadoó como 

ya ae deac1tibi6 an.te1tio1t~en.te, ae .toma/ton 27.4 µg. de 

a.n.t-lcuenpo ·monod'.onal puno de la cfona BNTX 4 y óe aco

pla.1ton a 5 ml. de An6-l-ge.l'. G-10, 
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l] Se ~orna eL volumen deaeado de A66l-geL G-10 

(5 mL.] y ae coloca en un 6lL~no BUchnen, ae Lava con 

~nea voLamenea de nealna, pnlmeno con l6opnopanuL y de6 

pué.6 con agua de6~lLada 61t-La. 

2] La 1te6lna 6lL~nada hameda ae ~1tana6le1te aL 

vlaL donde ae encuen~na eL an~lcuenpo monocLonaL dlLu,(

do en un amo1t~lguado1t de blcanbona~o de aodlo o. 1 M 

pH 8. O. 

3) E6~o 6e deja agl~ando polt 1 hona a T.A. 6 4 

ho1ta6 a 4°C. 

4) Veapu~a 6e Le ag1tega 1 mL, de una aoLucl6n de 

gLlclna-mlda-HCJ 1 M pH 8.0 y he deja ~oda La noche. 

5) Se mon~a La columna y ae Lava c.on una aoLu

cl6n de NaCL 1 M {uno o doa voLámene6 de coLumna), dea

pué.6 ae equlLlb1ta con Loa amo1t~lguado1te6 de connlda. 
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Se a.p.t-i.ca.Jtan 6 O mg. de veneno :ta:ta..e de Cen:t1tu-

1ta-i.de-0 !!!2_X-i.u<> a. .ea. co.eumna. de. a.6-i.n-i.da.d A6 6-i.-ge.f.-ab. 

manac..e.ana..e. BNTX 4; <>e .e.av6 c.on un a.man:t-i.gua.dan de Tn-i.-0-

HC 1 5 O mM pH 7. 8 y ,~e e.f.uy6 .e.a. p!to:te,Cna. c.an ác.-i.da ac.é:t-i. 

co O. 1 M; <ie neu:tna..f.-i.za.non La<> :tuba<> c.on Tn-i.-0-HCI 1 M 

pH 7.8. 

Se c.01t1t-i.6 una. é.éiC.:tiw601te-0-i.-0 en geL de a.c.Jt-i.La.m-i.

da. en a.c.e.ta.:ta-unea., deL:tu.60 c¡ue c.on:ten,Ca. eL p-i.c.o de .f.0-0 

eLu-i.do-0. 

Ve e.-0 .. te m-i.<>mo :tubo -0.e p1tab6 :tox-i.c-i.da.d -i.nyec.:tanda 

a. un Jta;t6n c.an 300 µ.e.. 

Rec.1tama.;tog1ta6-i.a en una c.a.eumna. de In;teJtc.amb-i.o I6n-i.

c.a en CM-c.e.e.uLa<ia.. 

El p-i.c.a eR.u,í.do c.on ác.{.da ac.é.t-i.co O. 1 M, <>e 1tec.1ta

ma..t1wg1ta6.ló en una. ca.eumna. de. ca.Jtbax-i.me:t-i..f.-c.e..f.u.f.o6a. de 

d-i.me.n6-i.ane6 O. 9 x 2 7 c.m., en un ama1t:t-i.guado1t de 606 6a.:ta<> 

de <iad-i.a 50 mM pH 6.0 y c.an un g.~ad.le.n:te de. O a 0.5 M de. 

Na.Ct. 
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Ve C6ta keckoma~okg4a6la 6e ~amanan mue6~ka4 de 

loó p¿co6 pk¿nclpaLe-0 deL ckoma~ogkama, paka una elec~ko 

6oke6¿6 en geLe6 de acklLamlda en ace~a~o-ukea. 

Ve e6~o6 ml6mo6 plco6 4e pkob6 ~oxlcldad y 6e 

6epakakon mue-0~ka6 pana an~Ll6l6 de amlnoacldo-0. 
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RESULTAVOS 

PUR1F1CAC10N VE LA NTX 

S-l b-len qu.e .e.a e.6.tll.a.teg-la oll.-lg-lna.e. pall.a .e.a pu.ll.-l-

6-lc.ac.-l.6n de .e.a NTX lja hab-Ca. -0-ldo pu.bUc.ada an.tell.-loll.men

.te (Po-0-0an-l y e.o.e.., 7987a), pa.ll.a .e.a ll.ea.e.-<.zac.-l6n de e.6.ta 

,te¿,,¿;, -Oe ll.ep-l.t-l6 e.e. pll.oc.ed,¿m-len.to ob.ten,¿fndo-0e lo.6 -0-l

gu.-len.te-0 ll.e-O u.l.tado.6 c.on6-lll.ma.t0Jt.-lo-0. 

Ve.e. veneno .60.lu.b.e.e c.Jt.oma.togll.a6-la.da en Sephadex 

G-50 .6e ob.tu.v-lell.on .tll.e-O 6ll.ac.c.-lane-0, de .e.a-0 c.u.ale.6 .e.a 

óll.a.c.c.-l6n 11 e.6 .tóx-lc.a. E.6.ta fill.ac.c.-lón a.e. -Oell. c.ll.ama.ta-

gll.afi-lada en u.na e.alumna de Ln.tell.c.amb-la L6nLc.a de CM-e.e.e.u. 

.e.o-0a, -Oe .6epall.ó en 14 -0u.bfill.ac.c.-lane-0 de .í'.a.6 e.u.ale-O .e.a 

61l.ac.c.-lón 11.11 e.6 .e.a qu.e na.6 Ln.tell.e-Oa (F-lg. 4a 1J b). 

A.e. ll.ec.ll.ama.tagll.aó-lall. .e.a áll.ac.c.L6n 11. 11 en CM-e.e.e.u. 

lo<>a <>e ab.tu.vo a .e.a NTX (nox-lu.<>.tax-lna), .e.a c.ua.e. ma.6.tJc6 

u.na .60.í'.a banda en ge.e.e<> de ac.ll.L.f.am-lda en ac.e.ta.ta-u.ll.ea. 

E<..ta .tox-lna m-lgll.a c.on e.e. c.a.loll.an.te -i.ndLc.adoll. de 

.e.a mob-l.f.-ldad e.e.ec..tll.aóall.f.t-lc.a. E.e. an~.f.-i.-O-l.6 de amLno~c.L-

do-0 c.oll.ll.obo1c6 .e.a c.ampa-0-lc.-i.6n de e.6.ta .tax-lna. Lo6 ll.end-<'.-
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F.i.g.4.- Pek6.i.l Ckoma.togkd6.i.co de veneno del a.lackdn Cen.tJiuJio.i.dea 
nox.i.uJ. a) Columna de Sephadex G-50 (2.9 x 170 cm) a la cual •e 
~.i.c6 500 mg de veneno aolubfe.. La columna. óu~ elu.[da. con amok
.t.i.gua.dok de ace.ta.to de amon.i.o 20 mM pH 4.7 a un 6lujo de. 50 mf/ltk 
(.tubo• de JO me.). T.tea 6Jiacc.i.onea (1,II y III) co-tJieapond.i.en.tea a 
17%,63% y 20% Jieapec.t.i.ua.men.te 6ueJion colee.ta.da.a. BSA y Nna cokJie•
ponden a la poa.i.c.i.611 de eluc.i.6n de ma.Jica.doJie• de pe•o• mofeculn•e.6, 
albGm.i.na bov.i.na (66 200) y al'a .tox;nn de Naja Ha.ja 6.i.amen6.i.6 f 8000) 
b J La 6Jtn<'~ i..6n. .tS:,;_-<..i:.a 6ue. 1te.c..11.oma:tag:z.a6-i.ada en 'liñacolu.mna de. Ca1r.
box.i.me.t.i.fceC.u.C.oaa (O. 9 x 27cm). Se apl.i.c6 95 mg de 6Jiacc.é6n 11 en 
e.f. m.i.amo amo.'r.t.lguaduk de (a.), lj la e.euc.i.6n ..1e li.i.zo con un gkad.i.en.te 
l.i.nea.L de NaCL de O a. 0.5 M. Fkacc.i.one6 de 2.4 ml 6ueJion colec.tada..1 
a un 6lujo de 30 ml!hJi. Se ob.tuv.i.ekon 14 6Jiacc.i.one..1, de la• cuale6 
de la 9 a la. 14 6on .t6x.i.ca6 a mam.l6eko6 lj La 6 ea .t6x.i.ca a cJiu..1.td
ceaa. e) La 6Jia.cc.i.6n II.11 6ue JiecJioma.togJia6.i.ada en una columna de 
ca.Jibox.i.me.t.i.lceluloaa (0.9 x 27 cm). Se apllc6 14.2 mg de La. 6Jia
cc.i.6n 11. 11 en un amo-t.t.i.guadoJl. de tío• 6a.toa r!.e aod-i.o 50 mM pH 6. O 
y la eluc-i.6n ae h.i.zo de O a 0.38 M. L• caJl.gada del ma.tek.i.al, G• 
.i.n.i.c.i.o del gll.ad.i.en.te, W= .e.avado con 1 M de Na.e.e. 
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mLen:to6 de la4 e.Jtoma:togJta6¿a6 de la 6LguJta 4, 6ueJton Lo6 

e6peJtado4 (Po66anL y e.o.e.., 1981a.) e.6:to e6, ee.Jz.ea. de.e. 1% 

de.l ve.nena :to:ta.e. eoJz.Jz.e6ponde a. la NTX. 

Una. vez ob:te.nLda. la NTX puJta. 6 e dL4 eña.Jton do4 .e...c

nea6 de. expeJz.Lmen:tae.L6n, la. pJz.Lme.Jta eon6L6:tL6 e.n .e.a. 6¿n

:te6L6 de. una. columna. de. a.6LnLdad pa.ll.a. la. puJz.LóLea.e.L6n de 

a.n:tLeue.ll.po6 polLelona..le6 a.n:t-<.-NTX 1f la o.tJta un e.4 quema. 

de -<..nmunLza.e-<..611 de. ll.a:tone.6 pa.Jz.a. la. ob:tene.L6n de. a.n.t-<.eue.ll. 

po.6 monoelona..le.6. 

Con lo6 a.n:tLeueJz.po6 a.n:tL-NTX ob:te.nLdo6 de lo6 do6 

pJz.oeedLmLe.n:to6 an:te.Jz.Loll.e.6 6e. pla.n:te.6 la po6Lb-<..l.tla.d de la. 

6¿n;te6L4 de -<..nmunaad6aJz.ben:te6 pa.ll.a. la puJz.L6Le.a.e.L6n dLll.ee 

:ta. de la. NTX a. pall.:tLJz. de. óll.a.e.e.-<..6n II 1f veneno :to:ta.l. 

A eon:tLnua.e-<.ón 4e. de.4e.ll.Lben lo6 ll.e.4ul:ta.do6 a.lea.n

za.do6 ha.6:ta. el momen:to. 

PURIFICACION VE ANTICUERPOS ANTI-NTX 

a.) Pull.L6Leae-<..6n de Ab. polLelonale.4 a.n:tL-NTX. 

Can la. columna. de a.6LnLda.d Se.pha.ll.a4a. 48-NTX 6Ln:te. 
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.t-lzada como .6e menc.-lon6 en ma.teJ¡_,(.a.le.6 IJ mé.todo.6 .6e Jtea

l-lzaJ¡_on lo.6 .6-lgu-len.te.6 expeJt-lmen.to.6: 

1) Se puJt-i.6-lc.aJton en .tJte.6 c.oJtJt-lda..6 un .to.tal de 

26.8 mg. de -lnmunoglobul-lna..6 del pla.6ma de c.a.ba.llo pal{ 

va.len.te (F-lg. 5). 

2) Se veJt-i.6-lc.ó .6U c.oJtJt-lm-len.to elec..tJto6o)¡_é.t-lc.o en 

un gel de pol-lac.Jt-llam-lda al 12.5% en SVS 1J en c.ond-lc.-lo

ne.6 Jteduc..toJta.6 { F-lg. 6 J°. 

3) E.6.to.6 an.t-leueJ¡_p0.6 .6e .t-l.tulaJton poJt el mé.todo 

de ELTSA dando po.6-l.t-lvo a paJt.t-i.Jt de O. 1 µg/ml a. 10 ~g/ml 

(F-lg. 7). 

4 )_ Ta.mb-lén .6 e pJtobaJ¡_on poJt -lnmunod-l6u.6..f_6n. S..f_n 

emba)¡_go en la.6_·eond-le-lone.6 e>:p<U¡,[.men.ta.le.1. no óe ou.6e1Z.-

( F-lg. 8) • 

b) Pu)¡_-i.6-lc.ac.-lón de Ab. monoelona.le-6 an.t-l-NTX 

Como .6e menc.-lon6 en ma..teJt-lale.6 1J mé.todo.6 ob.tuv-l

mo-6 en eolabo)¡_ac_-lón c.on el VJt. Pa.-6c.al HeJt-i.6n -6e-l.6 elona..6 

de h.-i.b)¡_,{.doma.-6_ po.6.-i..t-lvo.6 en c.on.tJta. de la NTX. 
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Fig. 5.- Purificaci6n de Ig de caballo anti-NTX, por cromatografía 
de afinidad Sepharosa 4B-NTX. En una columna de dimensiones 2.0 x 
9 cm. Se aplicaron 50 ml de Plasma antialacrán (S.S.A.). Se lav6 la 
columna con Tris-HCl 50 mM pH 7.95 a un flujo de 30 ml/hr. Se eluy6 
con ácido acético O.l M. Las fracciones eluidas se neutralizaron con 
Tris-llCl 1 M pH 7.95. Las inmunoglobulinas obtenidas con ácido acé
tico 0.1 M corresponde a cerca de 0.171 de la proteína en el plasma 
antialacrán. C= aplicaci6n de la muestra, L= lavado, A= eluci6n con 
ácido acético. 
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Fig. 6.- Electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5\) en SDS y en presencia 

de mercaptoetanol (Laennli, 1970). Carril- 1.- Immmoglobulinas de caballo(SIG

MA) 10~ g, Carril 2.- Inmunoglobulinas purificadas con Seph.4B-NrX (26.6,, g), 

Carril3.- Inmunoglobulinas purificadas con Sepb.4B-NIX (13.3 ~ g), Carril 4.

Inmunoglobulinas de caballo (SIGIA) 1 O _, g. La proteína migró hacia el polo po

sitivo. A= punto de aplicación, C• gel de corrimiento, C.I.=colorante indicador. 
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Fig. 7.- Titulaci6n de Ig anti-NTX por el método de ELISA. 
Se utilizaron concentraciones de Ig (•) 10,3,1,0.3,0.1,0.03, 
0.01 y O ~g/ml. Como ~ntígeno se uso fracción II.11 a una 
concentraci6n de 0.3 ~g/ml .. Como segundo anticuerpo se uti
lizó Proteína A-Peroxidasa en una diluci6n 1:10. Control ne
gativo suero normal de caballo (o) y control positivo Plasma 
equino antialacrán (A) en diluciones de 1/100, 1/300, 1/1000, 
1/3000, 1/10 000, 1/30 ººº· 1/100 ººº y º· 
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Fig. 8.- Im1Ulllodifusi5n de las Inmunoglobulinas obtenidas por inmunoadsorci6n 
con Seph.4B-NI'X, en contra de Veneno Total, Fracci6n II y Fracci6n II.11. 
a) Pozos 1 y 2 PBS, 3,4,S y 6 Plasma antialacrán, Pozo central Fr.acci6n.:II .• 
b) Pozos 1 y 6 PBS, 3,4 y 5 plasma antialacrán Veneno total. c) y d) Pozos 

1,2 y 3 Inmunoglobulinas purificadas con Seph 4B-NI'X, diluciones 1, .1:3, 1:10 
respectivamente, Pozos 4 y 5 Plasma antialacrán, Pozo 6 PBS y Pozo central 
Fracci6n I I. 11 • 
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Todoa loa Jt.eaul:tado.6 que ae deac~iben a c.on:t¿

nuaci6 n n u eJt.o n o b :ten¿do.6 de n:tJt.o del maJt.co de la plt.e.6 en

te :tea¿.6 . 

Con la.6 cé.-1'.u.l'.a.6 h,[bJt.¿da.6 expand¿daa en cu.l'.tivo de 

:tej¿do ¿nyec.:tamo.6 a una pob.1'.ac¿6n ¿mpoJt.:tan:te de Jt.a:tonea 

paJt.a la ob:tenc¿6n de .f'.,(qu¿do de a.6c,(;t¿.6. E.I'. .f'.,f_qu¿do de 

a.6c.,(:tia ae obtuvo en Jt.a:tone.6 de .ea cepa Balb/c. 

Se co.6 echaJt.on can;t¿dadea vaJt.-lab,f.e.6 de t,(qu-ldo de 

a.6 c.,(;t¿a (Ta b.1'.a II I J • 

Ve cada clona .6e coJt.Jt.¿eJt.on e-e.ec.:tJt.o6oJt.e.6¿.6 en gel 

de po.e¿ac.Jt.¿.f'.am¿da en TJt.¿.6-gt¿c.¿na pH 8.9 paJt.a veJt.¿ó¿caJt. 

.ea plt.e.6enc.La de ¿nmunog,f.obut¿na.6 (F¿g. 9a - h]. Lo.6 

an:t¿c.ueJt.po.6 monoc.lona.1'.e.6 m¿gJt.aJt.on en .ea zona c.oJt.Jt.e.6pon

d¿en:te a .eaa ¿nmunog.1'.obul¿na.6 de Jt.a:t6n · (veJt. ¿nd¿cac.L6n 

en la ó-lg. 9a, como ejemp.1'.o]. 

Lo.6 l.iqu.í.doa· de a.6 c.í.:t-<.a plt.oven-<.en:tea de d¿a,t,f.n.:coa 

Jt.a:tone.6 que poaeLan ¿nmunog,f.obul-<.na.6 monoc.lonale.6 en 

c.onc.en:tJt.ac.¿6n adecuada y que peJt.-tenec.Lan a .ea m¿.6ma c.-e.o

na, ae mezclaJt.on. 

Cada una de ea:taa c.lonaa ae :tJt.a:t6 poJt. .6epaJt.ado, 
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e.ama .óe menc.-lon6 en ma:teJt-la.le.ó y mé:todo.ó. La 6-lgu.Jta 

1 O a-e. JtepJte.óen:ta e.e. peJtó-l.l c.Jtama:togJtá6-lco de c.ada una 

de .la.ó .óe-l.ó c..tona.ó cuando .óe apl-lc.aJton a una c.a.tumna de 

VEAE-c.e.tu..lo.óa. 

Como .óe ab.óeJtva en .ta 6-lguJta 10 a-e. e.e. c.ompoJt:ta

m-len:to de.e. .t~qu-lda de a.óc.~:t-l6 6e ma.ó:tJtó un poc.a d-lóeJte~ 

:te .óegún .ta e.tona .t:Jta:tada, peJta de 6aJtma geneJta.t 6e pudo 

.óepaJtaJt .ta 6Jtac.c.-l<Jn c.oJtJte.ópond-len:te a .la.ó -lnmu1iag.tobu..t-l

na6. 

E.ó;to .óe c.ompJtob6 paJt e.lec..t:Jta6aJte6-l.ó en ge.l de pa

.t-lac.Jt-l.tam-lda IF-lg. 11). 

A.e. c.aJtJteJt .la.ó ge.te6 en TJt-l.ó-g.l-lc.-lna pH 8.9 .óe c.am

pJtab6 .ta pu.Jteza de .lo.ó an:t-lc.u.eJtpa.ó manoc..tona.te.6, ademá.ó 

de qu.e .óe pudo ab6eJtvaJt .óu c.ampaJt:tam-len:ta e.tec..t:Jto60Jté:t-l

c.a. 

La ma v-lí.-ldad e.tec..:l:Jto ó aJtétic.a de .ta.ó e.to na.ó BNTX 4, 

BNTX 12 y BNTX 16, en .ta.ó c.aJtJt-l.le.ó 7, 8 y 10 Jte.ópec..t-lva

men:te, .óan muy 6-lm-l.taJte.ó, m-len:tJta.ó que .la.ó c..tana.ó BNTX 14 

BNTX 18 y BNTX 21 .óan .tada.ó d-lóeJten:te.6 en:tJte .ó~ (c.aJtJt-l

.te.6 9, 11 y 12) y d-l.ó :t-ln:ta.ó de .ta.ó :tJte6 an:teJt-la.Jte.ó ( veJt 
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F-ig. 1 1 ) • 

Con ne6pec.~o a la de~enmLnac.L6n de c.la6e, e.amo 6e 

menc.Lon6 en ma~enLale6 y mltodo6 6e llev6 a e.abo pon L~ 

munodL6u6L6n c.on 6ueno6 antL-c.la6e IgG, IgG 1 IgG 2, IgG 2a, 

IgG 28 , IgM e IgA de na~6n y c.on 6obnenadante de c.ul~Lvo 

c.onc.en~nado de c.ada una de la6 6e.i6 c.lona6 de antLc.uen

po6 monoc.lonale6 ob.ten-ida6. 

Como 6e puede ven en la 6Lg. 12a toda6 la6 c.lona6 

nec.onoc.en al 6ueno antL-IgG ( po zo6 1, 2, 3, 4, 7 y fi J pon 

lo que 6e Ln6Lene que toda6 la6 c.lona6 de an~Lc.uenpo6 

monoc.lonale-0 pen~enec.en a la c.la6e IgG. 

La6 c.lona6 BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14 y BNTX 16 pn~ 

6en~anon banda de pnec.Lp.itac.L6n c.on el 6ueno an.tL-c.la6e 

IgG 1 pon lo que eato6 antic.ue~po6 ma"n~lonale6 -0on de 

la c.la-0e IgG y de la -0ubc.la-0e IgG 1 

1, 2, 3, 4, 7 y 8, y 6Lg. 12 b, po zo6 

(FLg. 12a, pozo.& 

1,2, 3 y 4). 

Con ne.&pec.~o a la e.lona BNTX 18 no 6e le pudo de

~enmLnan la 6ubc.la.&e a la que pen~enec.¿a pue6 pne6en~6 

banda de pnec..ip.i.~ac.L6n c.on todo6 loó 6ueno6 an~.i-6ubc.la. 

(FLg. 12 b,c.,d y e; pozo 7), 
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ademá-0 de que e-0~a clona pne-0ent6 neacc¿6n cnuzada con 

el .1iueno nonmaL de ca.baLLo (contnol nega.t¿vo) y con La 

e.lona BNTX 21. s¿n emba.ngo en otno expen¿men~o (da.~0-0 

En e.1i~e otno expen¿men~o lo que .1ie h¿zo 6ue ponen 

a. La. e.lona BNTX 18 a. neu~na.L¿zan-0e con .1iueno nonmaL de 

ca.ba..llo, pana. poden el¿m¿nan la-0 banda-O de pnec¿p¿~ac¿6n 

que -Oe pne-0en~aban en la ¿nmunod¿{,u-0-i.6n cuando .óe pon.la 

clona BNTX 18 y .1iueno de cabaLLo (F¿g. 12 a-g; pozo 7), 

en e.1i~e expen¿mento a.t hacen La ¿nmunod¿f,u.1i¿6n de-0pué-0 

de La neutnal¿zac.¿6n -0.l -Oe pudo ob.1ienvan má.6 c.lanamen~e 

.ta banda de pnec¿p¿~ac.¿6n con el -0ueno an~¿-cla-0e IgG 2 . 

A La e.Lona BNTX 21 .6.l -0e Le pudo de~enm¿nan la 

-0ubc.La-0e a La que pen~enec.la pue.6 pne-0en~6 banda de pne

c¿pLtaa.¿6n con el -0ueno an.t¿-c.ea-0e IgG 2a. (f¿g. 1Zd; pozo 

81. 
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ademá.6 de que e.6.ta. c..i'.arta. p!te..6ertt:6 lteac.c.i.611 c.Jtu.zada. c.art 

e..e. .6u.e.Jta rtaJtma..e. de. c.aba.e..e.a (c.artt:Jta.t rte.ga.:ti.vo) lf c.an .e.a 

c..torta BNTX 21. Si.n e.mba.Jtgo e.no.tita expe!ti.men:ta (da.to.6 

no p!te..6en.ta.do.6), .6e. pu.do de.te1tmi.na.1t .6u. .6u.bc..ta.6e (IgG 2 J. 

En e..6.te. a.tita expe.1ti.me.11.to .e.a que . .6 e. h..<.zo 6ue. pone.Jt 

a .ta. c..tona. BNTX 18 a 11eu..t1ta.ti.za.1t.6e. c.ort .6ue.Jto rto!tma..t de 

c.aba.t.ta, pa.lta pode.1t e..ti.mi.na.1t ./'.a..6 bartda..6 de. p1te.c.i.pi..tac.i.6n 

que .6 e plte..6 e.rt.taba.rr. en. .e.a. i.rr.mu.rr.odi.nu.6i.6n c.u.a.:ido ::. c. parr..Ca. 

c..torr.a BNTX. 18 lf liU.e.1to de. c.a.ba..e..e.o (Fi.g. 12 a.-g; pozo 7), 

en e..6.te. expe.1ti.merr..to a.e. ha.c.e.1t .e.a. i.11mu.rr.odi.6u.6.l6rr. de.1.>pu.é.6 

de .e.a rr.e.u..t1ta..ti.zac.-l6n !.>~ lie pudo oblie.1tva.1t má::. c..ta1tamerr.:te. 

.ta banda. de. p1te.c.i.p-l.ta.c.i.6n c.on e..t liu.e.1to an.ti.-c..C.a.6e. TgG 2 • 

A la c..tona. BNTX 21 !.>~ 1.>e .e.e. pu.do de.:te1tm-lna.1t .ta 

::.ubc..la..6e. a. .e.a. que. pe.1t.te.ne.c.~a pu.e.::. p!te..6e.n.t6 banda de. plte

c..lpi.:taa.,lórt c.an el 1.>u.e1tu a.rL.:t-l~c..ta..óe. IgGZa (F-lg. !2d; pO'Z'.O 

8 J. 
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Tabla IlI 

Producción de Líquido de Ascítis 

CLONA NUMERO DE RATONES VOLUMEN OBTENIDO 

HNTX 4 1 6 70 ml 

BNTX 1 2 4 26 ml 

BNTX 14 8 44 ml 

BNTX 16 5 9.8 ml 

BNTX 1 B 8 13. 4 ml 

HNTX 21 8 45 ml 



e 
__ A 

__ lg 

__ CJ. 

Fig~· 9a. - Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8. 9 de los liquidas de ascitis 
obtenidos de rat6n por punci6n abdominal. Todos los carriles corresponden a la 

.clona BNTJC 4, cada carril corresponde a liquido de ascitis obtenido de un ratón. 
I..3 .. cantidad de nruestra aplicada en cada carril es de 14~ l de !llllestra conteniendo· 
aproximadamente de 50-100 <Jg de proteína. Am punto de aplicaci6n; C.I.= colorante 
indicador; Ig= representa la posición aproximada de la migración de. las inmunoglo

bulinas obtenidas de líquido de ascitis. 
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Fig. 9b.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los líquidos de ascítis 
obtenidos de ratón por punción abdominal. Demás observnciones corno en la fig. 9a. 

88 



e 

Fig. 9c.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los líquidos de ascítis 
obtenidos de rat6n por punci6n abdominal. Todos los carril~s corresponden a la 
clona BNI'X 14. Demás observaciones cano en la fig. 9a. 
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Fíg. 9d.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los líquido de ascitis 
obtenidos de rat6n por punción abdominal. Demlis observaciones como en la fig. 9c. 
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Fig. 9e.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pli 8.9 de los líquidos de ascitis 

obtenidos de rat6n por punci6n abdominal. Todos los carriles corresponden a la 
clona BNTX 21. Demás observaciones cano en la fig. 9a. 
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Fig. 9f."- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los líquidos de ascítis 
obtenidos de· rat6n por punción abdominal. Carriles 1 a 8 corresponden a la clona 
BNTX 12, carriles 9 a 19 clona BNTX 16, Carril 20 clona 18. Demás observaciones 
como en la fig. 9a. 
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Fig. !lg.- Electroforesis en gel de Tris-glicina ptl 8.9 de los liquides de ascitis 

obtenidos de ratón por punción abdominal. Carri l<:s 1 a 11 clona B1'1"X 16, Carriles 

12 a 19 Bl\TX 12, Carril 20 clona BNTX 18. Demás ,•hservaciones cano en la fig. 9a. 
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Fig. 9g.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pll 8.9 Je los líquidos de ascítis 
obtenidos de rat6n por p1mci6n abdominal. Carriles 1 a 11 clona Bl';IX 16, Carriles 

12 a 19 Bl'."TX 12, Carril 20 clona BNTX 18. Demfis c•hservaciones cano en la fig. 9a. 

93 

__ A 

__ lg 



e 

. if. 

!>,;~~~hit C1ité i...~ L d 
. - t~ ~ .. i tl'l! ". 

~ < ~· • 

ti#& · lllkil ...,.. "" r.... "'"" i O!iri 

____ A 

___ 19 

___ CJ. 

Fig. 9h.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los líquidos de ascitis 

obtenidos de rat6n por puncil5n abdominal. Todos los carriles pertenecen a la 

cJ.ona BNTX 18. Demás observaciones como en la fig. 9a. 
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Fig. 10a.- Puri~i~aci6n de los anticuerpos monoclonales por cromatografía de intercambio i6nico 
(DEAE-celulosa). En una columna de d~nensiones 1 .5 x 20 cm. La columna fue equilibrada con Tris
HCl 20 mM pH 7.8 y se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 20 a 400 mM. A un flujo de 25ml/hr 
colectandose fracciones de 3 ml/tubo. C=aplicaci6n de la muestra y G= gradiente. 
A) Se aplicaron 100 mg de líquido de ascítis de la clona BNTX 4 
B) Se aplicaron 52 mg de líqilido de ascítis de la clona BNTX 12 
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Fig. lOb.- Purificación de lo anticuerpos monoclonales por cromatografía en DEAE-celulosa. 
Mismas observaciones que la f g. lOa. 
C) Se aplicaron 80 mg de líqu do de ascitis de la clona BNTX 14. 
D) Se aplicaron 65 mg de líqu do de ascitis de la clona BNTX 16 
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Fig. 10c.- Purificaci6n de los anticuerpos monoclonales 
Mismas observaciones que en la fig. 10a. . 
E) Se aplicaron 68 mg de líquido de ascítis de la clona 
F) Se aplicaron 80 mg de líquido de ascítis de la clona 
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F-i.g. 11.- Elec.:tJto6oJte6-l6 de loó an:t¿c.ueJtpo& monocLonaleó puJt-i.6-l
cadoó. Se c.oJtJt-lo en un ge.e de. pol-lacJt-llam-lda (7.5%) en T1¡-l6-gl.l
c-lna pH 8.9. Call.Jt-lleó 1,2,3,4,5 u 6 c.onne~poNden a fLquLdo de aó
c.{..l-ló pJtec-lp-l:tado con .&ul6a:to de. amon.io, de Caó clona• BNTX 4, 

_BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16, BNTX 18 y BNTX 21 ~e6pec:t-lvamen:te. 
Loó c.aJtJt-i.leó 7,8,9,10,11 y 12 coll.Jte.6ponden a Co6 an:t-Lcue..Jtpo6 mo
noc.tonaleó puJt-l6-Lcado6 de .taó m-lómaó c.fonaó <lll.teó anumeJtadaó. 
Se ap.t-lc6 ce.ll.c.a de 1 O~ !J dé. p'to:te.[na e.n cada ~ª"".i.l. A= pun:to 
de apl-lcac-i.611, C.1.= co.toJtan:te -lnd-lcadoJt. 
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Fig. 12.- Determinación de Clase de los anticuerpos monoclonales 
por inmunodifusión. a) Ambos pozos centrales contienen suero anti 

- -IgG. Pozos laterales contienen sobrenadante de cultivo de 1) clo
na BNTX 4, 2) BNTX 12, 3) BNTX 14, 4) BNTX 16, 7) BNTX 18 y 8) BNTX 
21; Pozos 5 y 11) suero normal de ratón (control positivo); Pozos 

· 6 y 12) suero normal de caballo (control negativo). 
b) Ambos pozos centrales contienen suero anti-IgG 1 ; demás observa
ciones como en (a). e) Ambos pozos centrales contienen suero anti
IgG2; demás observaciones como en (a). 
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Fig. 12. - Deterrninaci6n de Clase de los :rnticuerpos monoclonales, 
por inmunodifusión. d)· Ambos pozos centrales contienen suero anti
IgG, ; demás observaciones como en (a), e) Ambos pozos centrales 
con~ienen suero anti-IgG ; demás observaciones como en (a), f) 
Ambos pozos centrales cofi~ienen suero anti- IgA; demás observacio
nes como en (a), g) Ambos pozos centrales contienen suero anti-IgM; 
demás observaciones como en (a). 
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INMUNOADSORBENTES 

a) Inmunoad6onben.te con Ab. polLclonal: Sephano6a 48-Ig. 

Con la6 .lnmunoglobul.lna6 polLc.lonale6 punL6.lc.adaa 

a pan.tLn de aueno de e.aballo ae a.ln.te.tLz6 un Lnmunoadaon 

ben.te que 6L1Lv.l6 de aapolL.te pa1¡_a la punL6Lc.ac.-<:.ú;i de la 

NTX. 

La 6nac.c.L6n II (FLg. 4a) aplLc.ada a la e.alumna 

de a6.lnLdad ae e.euy6 con el aman.tLguadafL gl.lc.Lna-HCI 

50mM pH 2.9 (F.lg. 73). En ea.ta 6.lgufLa ae abaenva que la 

mayan pan.te. de. la6 pno.te.,[naa de la 61Lac.c..l6n 11, 110 ae 

pegan a la e.alumna de a6.ln.ldad, e.amo e.na de e.ape.nanae 

palL la c.onc.e.n.tnac.L6n ne..e.a.t.lva de la NTX en el ve.nena, a.ln 

embanga una peque.Ha 6nac.c..l6n .t6x.lc.a (le..tna T e.n la 6.lgu

na 13) aalame.n.te. ae deapnende. de la e.alumna me.dLan.te. dea 

na:tunal.lzac..l61~ panc..lal pon pH (.e.avada e.a n gl.lc..lna,-cHC 1 

pH 2. 9). 

Ea.ta 6nacc..l6n ae volv.l6 a c.1Loma.tagna6Lan en una 

e.alumna de Sephade.x G-10 pana elLmLnan el TnLa que ae 

ag.~e.ga pana neu:tna.f..lzan .e.a muea.tfLa elu-Cda y .e.a de. exc.e

ao de glLc..lna ( F.lg. 14 J. 
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Ve.e. .tubo de máx-lma ab4onbanc-la de La 6nacc{6n 2 

.6 e .t:.om6 una mue.6.:tna pana e.e.ec.:tno6one.6-l.6 en ge.C.e.6 de. 

a.cn-i.Lam-lda en a.ce.:ta.:to-unea. (F-lg. 75) y .6e .:tom6 .:tamb-l~n 

una mue.6.:tna pana anáL-l.6-l.6 de am-lnoác-ldo.6. 

En c.uan.:to a.e. ge.e. La. pno.:te-lna m-lgna can e.L ca Lana!!_ 

.t:.e -lnd-lca.dan de a.cuenda a La e.6penado, pena .e.a banda. e.6 

muy d-l6u.6a.. 

Can ne.6pec.:ta a. La. .:tax-lc-ldad, a.e. -lnyec-tan a.e. na..t:.6n 

a.pnax-lma.da.men.:te 39.2 µg/20 gk.6. de pua de e.6.:ta mue.6.:tna., 

e.e. a.n-lma.L pne.6en.t:.6 ,6,[n.:toma..6 de .:tax-lc-ldad. 

Ve.e. a.náL-l.6-l.6 de a.m-lnaác-lda.6 -06Lo .6e pud-lenon de

.t:.enm-lnan Lo.6 pn-lmeno.6 c-lnco a.m-lnoác-ldo.6, ya. que deb-ldo 

a.L exce.60 de gL-lc-lna. ex-l.6.:ten.:te en La mue.6.:tna .6e neba.z6 

La. .6en.6-lb-lL-ldad de.e. apana.:to. Ape.6a.n de que e.6.:ta. mue.6.t:.na. 

ha.b,[a. .6-lda necnoma..:togna.6-lada. en Sepha.dex G-10. 

S-l b-len e.6.t:.o.6 expen-lmen.:to.6 ena.n a.Len.:ta.dane.6 y 

c.on.6.-t-l.:tu-f.an ev-i.denc-la..6 pLau.6-i.b.e.e.6 pana cneen que .6-l .6e 

pueden pun-l6-lca.n .t:.ox-lna..6 pon -lnmunoa.d.6onc-l6n a. -lnmunogL!!_ 

buL-lna..6 poL-lvaLen.:te.6, no queda.mo.6 can.:ten.:to6 con eLLo.6 y 

empezamo.6 una. nueva. e.6.:tna.:teg-la ba.6a.da en expen-lmen.:to.6 con 
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b) 1nmunoad6onben:te con Ab. monocLonaL: A66L-geL-BNTX 4 

Una vez: que 6e ob:tuvLenon Lo6 an:t-lcuenpo6 monocL~ 

naLe¿ puno6 6e dL6eñ6 una nueva e6:tna:teg-la pana pu~L6L

ca~ a La NTX. 

Se dec.ld-i.6 acopLan a e6:to6 an:t-leue~po¿ a una nue

va ~e6Lna A66-geL G-10. Ve La6 6eL6 cLona6 ob:tenLda6 

u:tL.tLzamo6 pana eL p~op66L:to de e6:ta :te6L6 6oLamen:te La 

cLona BNTX 4. 

La eleccL6n de cLona 6e hLzo pon onden numénLca 

( a~b-l:t~anLa) . 

Ve. e.~ta co.ewnna 6e h-lc-lenon :t1Le6 con~-lda6, La p~f 

mena (F-lg. 16) en La6 cond-lc-lone6 menc-lonada6 en ma:te!L-la 

Le6 y mé:todo6, en La 6egunda 6e dec-ld-i.6 que de6pué6 de 

Lava~ La coLumna can eL amo~:t-lguado~ de eon~-lda (Tn-i.6 

HC1 50 mM pH 7.3) y an:te6 de aLuLnLa con ~c-ldo acé:t-lco 

0.1 M ¿e LavalL~a con aL:ta fiuenza -l6n-lca (NaCL 0.5 M). 
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eluy6 zoda la p4o~eLna un¿da al aoponze. El deapegado 

Al cuan~-i.6-lcah e6pecZ4o6ozoméZ4Lcamen~e la p4o~ef 

na eluLd~ con .6al 6e ob6e4u6 que la can~-ldad de p4o~el

na ena muy 6upe4-lo4 a la ca11~-ldad de. p4o~elna que 6e ha-

Como e.t>.to6 4e6ul~a-

do6 no 6ue4on 6az.¿,56aczo1t-lo6 ya que no nada má.6 6e elu.Ca 

a la po6-lble NTX 4¿110 má6 p4o~eLna de6conoc-lda. 

AL obzene4 e6~o6 4e6ul~ado6, la ~e.Jtcena c4omazo

gnaóla {dazo6 no p4e.6en~ado6) 6e 4eal-lz6 6-ln apl-lcan NaCL, 

6-lno en La.6 co nd-lc-lo n e6 ya ca no c-lda.6 de Lavado can ác-ldo 

acético. 

6-lguna 15 el componenze elulda can aae ae moa~Jt6 ~6x-lco 

a 4a~one6. 

AL co44en Lo6 gele6 de acn-llam-lda en ace~a~o-unea 

de cada uno de lo.6 eluLdo.6 de la6 cnoma~ognaóLa.6 an~en-lo-

4e6 no6 dLmo6 cuen~a que ademáa del componen~e que m-lgn~ 

ba con el ~olonanze -lndLcadon 6e pne6enzaba un pequeffo 

con~am-lnanze {FLg. 18). 
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Con neópec~o al gel del elu~do con NaCl 0.5 M, 

la banda ena muy d-l6uóa qu-lzáó deb-ldo a la can~-ldad de 

óal en la mueó~na pon lo que no óe pudo ~aman 6o~o

gna6.la. 

Con baóe a eó~Oó neóul~adoó óe jun~anon loó ~neó 

elu.ldoó ob~en-ldoó en eó~a columna de a6..i.n..ldad. La mez-

cla fiue necnoma~ogna6..lada en una columna de Ln~encambLo 

..i.6n-lco de ci~-celuloóa con el obje~-lvo de poden óepanan 

el con~am..lnan~e pneóen~e en loó geleó. 

En eó~a cnoma~ognafi.la óe ob~uv-lenon ~neó compo

nen~eó pn-lnc-lpaleó (F-lg. 79) y algunoó componen~eó meno 

Obóenvéóe que la eócala de abóanbancLa eó~á au-

men~ada. Pan eó~a naz6n óolamen~e óe pnoceóanon pana 

anál-ló..ló loó ~neó componen~eó mayoneó, ó-ln embango, óe 

ven-l6..é.c6 pneóencla de ~ox..lc-ldad a la langa de ~oda el 

cnoma~ognama. 

Loó componen~eó 2 y 5 fiuenon de6-ln-l~-lvamen~e ~6-

x-lcoó a na~oneó, loó demáó no moó~nanon efiec~o a laó 

doó..ló enóayadaó. 

En la 6-lguna 20 óe obóenvan loó neóul~adoó de la 
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~oi componen~ea mayo~ea de la 6¿guna 10. Loa componen~ea 

2 y 5 {F¿g. 79) ae moa~nanon punoa y conneaponden p~o

bablemen~e a loa doa componen~e6 mayonL~anLoa obaenvadoa 

en la 6Lguna 18. 

En la ~abla IV ae LndLcan loa ~eaul~adoa del an4-

lLa¿a de amLno&c¿doa eóec~uadoa con loa componen~ea may~ 

~ea de la c~oma~ognaóLa en CM-celuloaa (FLg. 79). 
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Fig. 13.- Purificación de NTX por cromktograf1a de ~~nidad en Seph 4B
Ig de caballo. En una columna de dimensiones 2.0 x 9 cm se aplicaron 
30.mg de fracción II. Se lavó la columna con Tris-HCl 50 mM pH 7.3 a 
un flujo de 30 ml/hr .. Se eluyó con glicina-HCl 50 mM pll 2.9. Las fra
cciones eluidas corre~ponde a cerca del 0.881 de la fracción JI. C= a
plicaci6n de la muestra, L=lavado, T= tubos conteniendo toxina. 
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Fig. 14.- Cromatografía en Sephadex G-10 en una columna de dimensiones 
0.9 x 65 cm., para eliminar la glicina del pico eluido con glicina 
HCl 50 mM pll 2.9 de la columna de afinidad Seph 4B-Ig (fig.13). Se 
eluy6 la columna con agua tetradestilada a un flujo de 10 ml/hr. 
L3s tubos correspondientes a la barra horizontal encimada por el 
N 2 corresponde al punto de eluci6n de la NTX. 
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Fig. 15.- Electroforesis de la NTX obtenida de la columna de 
Sephadex G-10. Se corrió el gel en el sistema palanina (Reis
field y col., 1962). Se aplicaron 19 ~g del tubo pico de la 
corrida de Sephadex G-10 (fig. 14). La proteína migró hacia el 
polo negativo. A• punto de aplicación, C.1.• colorante indica-
dor. · 
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Fig. 16.- Purificación de NTX por cromatografía de afinidad en Affi-gel 
-Ab momoclonal . En una columna de 1.5 x 6.0 cm se aplicaron 60 mg 
de veneno total. Se lavó la columna con Tris-HCl 50 mM pH 7.8 a un 
flujo de 40 ml/hr. Se eluyó con ácido acético 0.1 M las fracciones 
eluidas se neutralizaron con Tris-HCl 1 M pH 7.8. El pico eluido 
fue toxico. La NTX obtenida con ácido acético 0.1 M corresponde a 
cerca del zi del veneno total. C y L son los mismos que la fig. 13. 
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Fig. 17 
Purificaci6n de NTX por crornatografS:a de afinidad en Affi-gel-Ab. 
monoc1onal BNTX 4. En una columna de 1.5 x 6.0 cm se aplicaron 
60 rng de veneno total. Se 1av6 1a columna con Tris-HCl 50 rnM pH 7.B 
a un flujo de 40 ml/hr. Después se lav6 con alta fuerza i6nica 
0.5 M de NaC1 y finalmente se eluy6 con ácido acético O.l M . 
Las fracciones eluidas se neutralizaron con Tris-HCl 1 M pH 7.8. 
La proteína eluida con NaCl 0.5 M corresponde a cerca del 19.4 % 
del veneno total. Las flechas con las letras C y L significan lo 
mismo que la fig. anterior, S y A significan lavado con NaCl y 
ácido acético respectivamente. 
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Fig. 18.- Electroforesis del tubo pico eluido con ácido acé
tico 0.1 M de la afinidad Affi-gel-Ab monoclonal BNTX 4 se 
aplicó 30 M& de proteína. Se corrió en un gel cilíndrico en 
el sistema palanina (Reisfield y col., 1962). La proteína 
migr6 hacia el catado. A= punto de aplicación, C.I.= coloran
te indicador. 
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Fig. 19.- Perfil Cromatografico de la columna de CM-celulosa, equiiibrada con un amortiguador de 
fosfatos de sodio SO mM pH 6.0, a la cual se le aplic6 la mezcla de los eluidos de la afinidad 
Affi-gel-Ab monoclonal BNTX 4. La columna fue eluida con un gradiente lineal de cloruro de sodio 
de O a 0.5 M a un flujo de 30 ml/hr .• Las fracciones colectadas fueron de 2,5 ml/tubo. Los picos 
2 y S fueron t6xicos. L= aplicaci6n de la muestra y G= gradiente. 
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Fig. 20.- Electroforesis de los picos obtenidos.en la columna 
de CM celulosa (I'ig. 19 J. Se corrieron en el sistema (3 alanina 
(Reisrield y col., 1962). 1.- Pico 2 (3.8 1;1g), 2.- Pico 3 (7.2 
~g), 3.- Pico 5 subida (5.6 ';lg), 4.- Pico bajada (7 J:lg). 

A= punto de aplicación, C.I.= colorante indicador. 
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Tabla IV 
Composici6n de Aminoácidos. 

Aminoiicido NTX Pico 2 Pico 3 Pico 5 (subida) Pico 5 Pico 5 (bajada) 

Asp 4 4.38 4 4 4 4 

Thr 2 2.(31 2.56 1.98 1.61 1.68 

Ser 4 3.82 1.98 2.04 

Glu 2 2 .09 1.11 1.30 

Pro 2 1.97 4.27 ? 2.32 

Gly 3 3.26 4.26 4.51 

Ala 2 1.87 0.872 l.10 

Val 1- Ó~46 0.535 0.376 

Met l 0.20 0.476 0.198 

Ile 2 l.i6 0.238 0.510 

Leu l 0;479 2.21 1.83 

Tyr 2 0.024 3.36 2.62 

Phe o o .• 536 0.368 o.631. 

Ilis o -o 0.746 o.785 

Lys 7 7.85 4.75 5.59 

Arg o 1..02 1.40 l. 70 

1/2 Cys 6 n.d. n.d.- n.d. n.d. n.d. 

'J'rp o n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 



VISCUSION VE LOS RESULTADOS 

PURIFICACION VE LA NTX 

E.e. mé:t.odo de.6c.Jt-i.:t.o·polt Po.6.6an-i. y e.o(., 1981a, 6ue 

Jtepe:t.-i.do en e.6:t.e :t.Jtabajo ob:t.en-i.éndo.6e en :t.odo.6 .lo.6 pa.60.6 

c.Jtoma:t.og1tá6-i.c.o.6 .lo.6 r..e.6u.f.:t.adoa eapeJtado.6 ;I de e.6:t.a maneJta 

podeJt ob:t.eneJt de 6aJtma puJta a .e.a NTX paJta La Jtea.e.Lzac.-i.6n 

de .e.aa doa .llnea.6 de expeJt-i.men:t.ac.-i.6n d-i..6eftada.6 paJta e.6:t.a 

:t.e.6-i..6, .la.6 c.ua.le.6 e.amo ya .6e menc.-i.on6 en .e.a .6ec.c.-i.6n de 

Jte.6u.l:t.ado.6 6ue1to11: .e.a de .6-i.n:t.e:t.-i.zaJt una c.o.lumna de a6-i.-
n-i.dad paJta .e.a puJt-i.6-i.c.ac.-i.6n de an:t.-i.c.ue1tpo.6 po.l-i.c..lona.e.e.6 

anti-NTX y .e.a o:t.Jta paJta .e.a ob:t.enc.-i.6n de an-t.i.c.ue.Jtpo.6 mono 

c..e.o na.e. e.6. 

··-

PURIFICACION VE ANTICUERPOS ANTI-NTX 

a) Pu!t-i.6-i.c.ac.-i.611 de Ab. poL-i.c.loria.le.6 an:t.-i.-NTX 

La c.o.lumna de a6-i.n-i.dad Sepha1to.6a 4B-NTX d-i.a muy 

bueno.6 Jte.6u.l:t.ado.6, ya que .6e .logJtaJton puJt-i.6-i.c.aJt c.on un 

buen Jtend-i.m-i.e.n:t.o .la.6 -i.nmunoglobu.l-i.na.6 p1te.6e11:t.e.6 en e.e. 

pla.6ma equ-i.¡¡o a11:t.-i.a.lac.1tá11. 
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Ademáa cama ae puede abae1tva1t en la 6Lgu1ta 6 la6 

LnmunaglabulLnaa pu1tL6Lcadaa can ea;te ml!.;toda ;tLenen un 

pa;tJt6n de caJtJtLmLen;ta elec;to1t6a1tl!.Llco Lgual a .laa .lnmu

noglobul¿naa de caballo comeJtcLaL {SIGMA). 

En cuan;ta al enaayo LnmunoenzLmátLco ea;taa ¿nmuno 

g.labulLnaa aL 1teconacLe1ton a .la 6Jtacc¿6n II.11, lo cual 

no-0 vuelve a co1t1toba1ta1t el buen 6uncLonam¿en;ta de la ca

.lumna de a6Ln¿dad aLn;tetLzada con NTX. 

Aunque en la Lnmunod¿6uaLón no ae pud¿eJton obae1t

va1t an.t.-i.cue1tpa-0 p!tec..i_p¿;tan;tea no qu-leJte decLJt que ea;to-0 

na .lo aean, a¿no que pa-0.lblmente ae debL6 a que no -Oe 

p1toba1ton o;t1taa cand..i_c¿onea ex.pe!t.-i.men;talea como ea; am

pl.i.aJt el Jtanga de dLluc-lonea de ea;ta-0 ¿nmunoglobulLna-0 

o la concen;t1tac.lón del an;t.Zg eno. 

PoJr. o;tJto lado, en expe1t¿men;to-0 1teal¿zado-0 en nue-0 

;tJto labo1ta;to1t¿o poJr. G~o1tg-lna GuJr.Jtola {comun-lcac-l6n pe!t

aona.l) ae ha v.la;to que la NTX ea b.i.en d-l6Lc-ll paJta cop!t~ 

c.i.p-ltaJL en -lnmunod-l6ua.-i.6n, qu-lzá-0 ;tamb-lén po!t ;t1ta;ta1t-0e 

de un pl!.p;t-ldo Jtelat.-i.vamen;te pequeño. 

O;t1ta-0 Jtazo nea tam bLén po d1t-Can ex.pl-lcaJt ea;te hecho, 
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e.amo .f.a 6a.f..ta de e.le1t.to.t. c.omponen.te.6 palta .f.a 601tmac..l6n 

de ma.f..la de p1tec..lp.l.tac..l6n polt .lnmunod.l6u.t..l6n, e.6 pec.la.e

men.te cuando .t.e .t1tabaja con an.t.lc.ue1tpo.6 y an.t~geno.t. pu

lto.6. 

b l Pu1t.l6.lc.ac..lón de. Ab. monoc..e.ona.le.-0 anU..:NTX 

En .lo que .t.e. 1te.6.le.1te. a .la p!toduc.c..lóa di2. .l~qu.ldo 

de a.t.c.~.t.l.6 .lo.6 1te..t.u.l.tado.t. 6ue.1ton .t.a.t.l.t.6ac..to1t.lo.t., a pe-

.6alt de que. .la c.an.t.ldad ob.ten.lda 6ue.1ta va1t.lab.le.. E.t..to 

.t.e. debe. a que c..le.1t.ta.6 c..f.ona.6 a.l .t.elt .lnye.c..tada.t. en .lo-0 Ita 

.tone.6 6ue1ton m~.6 aglte.t..lva.6 dando polt c.on.t.ec.ue.nc..la que 

.lo.6 an.lma.le..6 .t.e mu1t.le1tan e.n meno.6 .t.lempo. 

En e.e .l~qu.ldo de a-0c.~.t.l.6 e.e/tea de..l 40% de pito.te~-

En cuanto a .ea pu~l-
6-lc.ac..lón de e-0.to.t. an.t.lc.ue1tpo.6, e.e 1tend.lm.len.to de pu1t.l6.l

c.ac..lón 6ue. ba-0.tan.te bueno (ce1tca de..e. 80%). 

En .lo que -0e 1te6.le.1te. a .la de..te1tm.lnac..l6n de. c..la.t.e, 

e.amo .t.e. me.nc..lon6 en .la -0ec.c..l6n de 1te.-0u.l.tado.6, .toda.6 .la.6 

c..lona.6 (BNTX 4, BNTX 12, BNTX 16, BNTX 18, BNTX 14 y 

BNTX 27} pe.1t.teneeen a ta e.la-0e de. IgG y .la.t. c..lona-0 BNTX 

4, BNTX 12, BNTX 14 y BNTX 15 -0on de .la .t.ubc..la-0e. IgG 1 , 

1 1 8 



ea cCona BNTX 27 µe~tenece a ta aubct~ae 1gG 2a. 

En la ~e6enen:te a la clona BNTX 18 na 6e le pu

do de:tenm.inan la 6ubcla6e a la que pen:tenecLa ya que 

p~e6ent6 neacc.i6n cnuzada can el aueno de caballo Y.con 

la clona BNTX 27, adem«6 daba bandaa de µnecJp.i:tac.i6n 

con .todoa lu6 aueno6 an:t¿-6ubcla6e6. S.in embango como 

ya 6e menc.ionó en la aecc.ión de ne6ultado6 6e hizo o:tna 

expen.imento en el cual 6e puao a .incuban la clona ENTX 

18 con aueno nonmal de caba.e.lo con el pnoµ6a.ito de neu

tnalJ.zan toa an:t.icaenpo6 an:t.l-6tLcno de cabal.f.u p1te6e11te.6 

en el 6obnenadan:te de cultivo de la clona BNTX 18, y 

de ea:ta manena poden el.imlnan la6 banda6 de pneclpita

c.i6n con el 6ueno nonmal de caballo. 

Loa ncaul:tadoa que 6e ob:tuv.ienan con ea~e nuevo 

expen.imen:to 6ue1ton m~6 acep:table6 ya que en e6ecto 6e p~ 

d.ienan ellm.inan gnan pan:te de ea:ta6 banda6 de pnec.ip.i

:tac.i6n que ae encan:tnaban en el pn.imen expen.imen:to f 6lg. 

12 a-g; pozo 7) y de e6.ta manena 6e·pudo de.te.'Lm.inan con 

m46 clan.idad que e6:ta clona pen:tenecLa a la 6ubcla6e 

1gG 2 . 
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I N,'.l WJOAVS OR B ENTES 

a) Inmunaadl.i0Jtbe11.te con Ab. po.CA.c.tona.e.: SephaJtol.>a 48-Ig 

Como ya 1.>e menc.Lon6 a~.t~Jt2oJtmen.te uno de lo!.i obje

.tLvo1.> de e1.i.ta .te1.iL1.> due el de dL~effaJt una nueva e1.>.tJta.te

gLa ~e puJtL6Lc.ac.L6n de .toxLnal.>, que no1.i peJtmL.tLe1.ie ob.te-

11c.IL .tox.lna6 puJta6 en meno.6 pa.~01.i c.Jtoma.togJtá.6Lc.o6 de .e.01.i 

que 1.ie Lnvo.e.uc.Jtan en La me.todoLogLa .tJtadLc.LonaL (Po1.i1.>anL 

~r e.o.e.., 7 987a). 

Polt e1.i.to 1.ie pen1.i6 en 1.iLn.te.tLzaJt c.o.e.umnaJ.i de a6Lnf 

dad que .tuvLeJtan e.orna LLganda a LnmunogLobu.e.Lna.6 dLJtLgL

da.6 c.on.tJta La .taxLna a puJtL6Lc.aJt. 

Ve e1.i.ta maneJta 1.>e 1.>Ln.te.tLzó una c.o.e.umna de aóLnL

dad c.an LnmunogLobuLLna1.i an.tL-NTX acoplada!.> a SephaJto1.>a 

48. 

Como 1.ie pudo· ob1.ic.JtvaJt en .e.01.i Jte1.iul.tado1.> de e1.i.ta 

columna de a6LnLdad 1.ie .tuvLeJton c.LeJt.toJ.i pJtobLema1.> paJta 

coJtJtoboJtalt .e.a compo1.iLc.L6n de .e.a NTX. 

de menc.LonaJt .e.a dLdLcul.tad de podeJt eLLmLnaJt e.e. exc.e1.io 

de gLLcLna que con.tenLa .e.a mueJ.i.tJta, no ob1.i.tan.te .e.a c.Jto-
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ma.togna6La de 6ll.tnac.l6n en gel pon pe6o moleculan (Se

phadex G- 1 O J • 

El hecho de la c.on.tamLnac.L6n pen6l6.ten.te de una 

mue6.tna c.on amLno4c.Ldoa affadLdoa e.amo aman.tLguadone6 

(gllc.Lna en ea.te c.aao) a~n deapué6 de la ln.tnoduc.c.L6n de 

paaoa c.nomatogn46lc.oa, ea bLen c.onoc.ldo en nuea.tno labo

na.tonlo (Poaaanl comunlcac.l6n penaonal). 

Una en.tne muc.haa explLcac.Lonea poaLblea ea la pn~ 
aenc.La de Ln.tenac.c.lonea L6nlc.aa en.tne pollpép.tldoa c.an-

gadoa de amLnoác.Ldol> lLbnea, eapec.Lalmen.te lol> de c.adena 

la.tenal c.on.ta. Poalblemen.te el uao de la c.noma.togna6La 

l.lqulda de a.e..ta pne.aL6n en pne.t>enc.-la de aolven.te.6 ongá-

nLc.oa pudlena c.on.t>.tL.tuln.t>e en una .t>ugenenc.la pana ne6ol 

ven ea.te pnoblema. 

b) lnmunoad.t>onben.te c.on Ab. monoclonal: A66l-gel-BNTX 4 

La u.tLlLzac.l6n de an.tlc.ue.npoa monoc.lonalea punl-

6Lc.adoa a e pena 6 e.amo al.tennativa pana lo6 piw ble.mal> an

.tenLonea. Ve ea.te modo ae pnepan6 una nueva ne.t>Lna de 

a 6Lnldad, en la que a e u.tllLzan-Can an.tlc.uenpo 6 mono e.lo -

na.e.ea. 
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Tamb.lén dec..¿d.lrnoJ.i que el'. eluyen;te ya no .~ eJtla 

gl.{c..¿na-HC1 e.amo J.ie hab.[a u.t¿l,t,zado en La e.alumna de a6,L

n,Ldad c.on an;t.lc.ueJtpoJ.i polLelonaLeJ.i, 1.i,Lno que 1.ie u;tLlLza-

Jtla de.ldo aeé;tLeo pana la elue.l6n de La eoLumna. 

E1.i;ta nueva columna ~une.lon6 muy bLen, aunque aho

tta no!.> enc.ont:ttamo'-> c.on o;ttto pttoblema. 

do'-> ;t,i,po'-> de c.ondLe.lone'-> patta la eluc..l6n de La columna, 

una con un pttev,Lo Lavado con al-ta 6uettza .l6nLea ant:e6 

de elu,{,Jt con de,Ldo ac.é;t.lc.o y o;tJta J.i,{,n lavatt con al-ta 

acético un p-leo de pJto;te.lna que al eottttelt6e en gel'.e6 de 

aee;tat:D-uttea no6 daban do6 banda6 una que migttaba con el 

c.oLoJtan;te LndLe°-dOlt (eottlt.lm-len;to eaJtaet:ettl6;t,i,eo de La NTX) 

y o;l;tta que m.lgttaba de6pué6 de t6;ta, _Lo cual no6 Lnd-lea 

que nueJ.i;ttta NTX e1.i;taba eont:am,lnada o que habla en el ve-

nena md6 de una pttot:elna euyo6 epl;tope6 60n 1.>imLlatteJ.i y 

6on eapaceJ.i de 1.>ett neeonoc.idoJ.i Pº'' LoJ.i an;tLeuenpoJ.i mono-

elonale6 de la e.Lona BNTX 4. 
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Se dec.-id-ló en:to1tc.e.6 apl-i.c.atr. NaCl O. 5 M con el o bj~ 

:t-lvo de de.6pegatr. la ptr.o:te.lna un-ida -lne.6pec.~6-tc.amen:te al 

.6opotr.:te y podeJt elu-i.Jt a la NTX pulta c.on e.e. ác.-ldo ac.é:t-l

eo. 

E.6:te Jtae-loc.Ln-lo .6e ba.6dba en el .6upue;.,:to de que la 

NTX pud-leJta e.6:taJt llgeJtamen:te c.on:tam-lnada (veJt 6-lg. 18) 

c.on o:ttr.a :tox-lna, a :tJtavé.6 de -ln:tetr.ac.c.-lone.6 L6nlc.a.6 no 

e.6pec.~6-lc.a.6. Sabemo.6 que :toda.6 la.6 :tox-lna.6 de e.6:te ve

neno .6 on pol-ipép:t-ldo.6 al.tamen.te c.aJtgado.6. 

S-i.11 embaJtgo, e.e. Nace. O. 5 M e.e.uyá :to da la plto:te.l

na un-ida al .6opoJt:te y no ;.,olamen:te a la plto:te.lna que .6e 

elu~a c.on ác.-ldo ac.é:t-lc.o, .6-lno que .6e eluy6 mue.ha má.6 plt~ 

:te.lna de la que .6e e.6peJtaba. 

Lo plt-lmeJto que .6e pen.66 eJta que po-0-lblemen:te .6e 

hab~an de.6pegado an:t-lc.ueltpo.6 monoc.lonale.6 un-ldo.6 al -00-

poJt:te, potr. .e.o que .6e mon:tá una el.ec.:tJto6oJte.6-l.6 en TJtl.6-

gl-lc.-lna pH 8.9 palta velt .6-l .e.a plto:te.lna elu.lda c.on:ten.la 

an:t-lc.ueltpo.6 monoc.lonale.6 ( da:to.6 no plte.-0en;tado.6) pelta en 

el gel no ;.,e vlo banda alguna que c.oJtJte.6pond-leJta al pa

:tJtán de coJtJt-lm-len:to de lo.6 an:tlcueJtpo.6 monoc.lonale;.,. 



Se dec..C:d..C:6 en~oncea jun~ah Loa eLu~do-0 ab~enLdo-0 

con aL~a 6uenza ..C:6nica y can ác..C:da ac~~..C:co y necnoma~o

g4a6..C:ahLo-0 en una caLumna de ..C:n~encambia ..C:6nLca de 

CM- celuLa-Oa con e.e 6..C:n de poden eL..C:m..C:nan La-0 can~am..C:nan

~e-0 de La mue-0~na y a-0~ poden ob~ene4 a La NTX puna. 

En e-0~e momen~a ~amb..C:~n d..C:-0cu~~amo-0 en el labana

~u4..C:o la po-0..C:óLLi.riad de la ex..C:-0~enc..C:a de ep~~ope-0 muy -0e

mejan~e-0 (con d..C:6ehen~e-0 can6~an~e6 de a6..C:n..C:dad) a la-0 

·an~..C:cue4po6 mandclonaLe-0 de la clona BNTX 4, que en un 

dado mamen~o -Oe pud..C:e4an eluin d..C:6e4enc~almen~e con al

~a .-0al y/o ác..C:do. 

La hip6~e-0..C:-0 vendade~a ~odav~a no la conocemo-0, 

peno podemo-0 ven..C:ó..C:ca4 (F..C:g. 79) que pa4 lo meno-O do-0 

eompunen~e6 l6x..C:cu6 exi-Oien en el veneno de C. noxiu-0 

que <>e pegan a La. coLwnna. de a6..C:n..C:dad con La cLona BNTX 4. 

Como <>e puede ob-0enva.n en e.e cnoma~oghama de e-0-

~a. 6..C:gu4a .-Oe ob~uv..C:enan .-0e..C:.-0 p...C:co-0 pn...C:nc...C:pa.le-0, de Lo.ti 

cua.ee-0 a ~4e-O de eL.to.-0 -0e le-0 conn..C:6 una elec~ho6one-0...C:-0 

en gele-0 de ace~a~o-unea, -0e ~amanan mue-0~na-0 pana aná

l...C:-0...C:<> de am...C:noác..C:do-0 y -Oe p4ob6 ~ax..C:c..C:dad. 
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En c.u.an.to a lo.6 gele.6 el pi.e.o 2 p.'te-<1e11.t6 uaa ./>Ola 

banda, la c.uae no mi.gJtaba c.on el c.oloJtan.te i.ndi.c.adoJt, 

lo que no.6 .lnd.i.c.aba qu.e no C!.Jta la NTX, ademá.6 al ,6eJt út

uec..tada al Jta.t6n 6ue muy .t6xLc.a pue.6 lo ma.t6 en poc.o.6 

mLnu.to6. E.6.to &u.e o.tJto LndLc.Lo que no.6 hi.zo de.6c.aJt.taJt 

al pi.e.o 2 de la po.6i.bli.dad de que 6ueJta la NTX ua que 

e-<1.ta .toxLna (NTX) e.u.ando 6e .<.nyec..ta a la.6 c.onc.en.tJtac.i.o

ne6 expeJti.men.tale1.> util.i.zada.6 en e.6.ta .te1.>.l,6 no ma.ta a 

Lo6 Jta.tone.6 .66lo pJte.6en.tan .6L1~oma.6 de .toxi.c.i.dad. 

El pi.e.o 3 en el gel pJte<ien.t6 do6 banda.6 una que 

mi.gJtaba c.on el c.oloJtan.te LndLc.adoJt y o.tJta que mi.gJtaba 

de<ipul.6 de ll. E6.te pi.e.o al .6eJt Lnyec..tado en el Jta.t6n 

no 6ue .t6xi.c.o poJt lo e.u.al de6c.aJt.taba La po6Lbli.dad de que 

e.o n.tu.vLeJta NTX u. o.tJta .to xi.na. 

Vel pi.e.o 5 6e .tomalt.on do6 mu.e<i:tJta.6 paJta gele6, 

u.na que c.oJtJte.6pondLa a la 6ubLda del pi.e.o y la o.tJta que 

c.o'1.'1.e.6pondLa a la bajada. Lo.6 do.6 gele.6 p'1.e.6e11.ta,'1.011 u.na 

6ola banda la e.u.al <iL mLgn6 c.on el c.oloJtan.te LndLc.adoJt. 

E6.te pi.e.o al 6eJt Lnyec..tado en el Jta.t6n 6u.e .t6xLc.o 

peJto no ma.t6 al Jta.t6n en nu.e6.tJta6 c.ondLc.Lone6 expe'1.Lmen

.tale6, lo que 1106 hLzo pen6a'1. que e-1>.te pi.e.o podnLa c.oJtJte<i 
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po rtdelt a .e.a NTX. 

Con 1teapecto a.L a.rt4LLa.la de amLrto4c.Ldoa de eataa 

mu.eat1taa e.amo a e o ba eJtva. ert .e.a tab.l'..a 1V , e.e. p.lco 2 a e 

deac.aJtt6 deá.lrtLtLvamertte ya. qu.e au. c.ompoa.lc.L6n de amLno

ác.Ldoa no ae pa.1tec¿a a .e.a NTX. Ve.e. pLc.o 3 La compoaL

c-é.6rt de a.m-é.rto4c..ldoa tampoco c.01tJteaportd-é.6, adem4a de qu.e 

e.amo ya menc.-é.onamoa anteJt.lo1tmente eate p.lc.o eata.ba. c.on

tam.lnado. 

qu.e máa ae pa1tec..ló a La. de .e.a NTX. S.lrt emba.Jtgo La. pite-

a ertc..la de p equ.eña.a c.anti.da.dea de á ertL.l'..a.l'..artüta y de h.la t-é. 

d-é.na ert La 61ta.c.c..l611 5 apu.ntan a .e.a. pite.a enc..i.a de u.rta NTX 

d-é.áeJtertte a .e.a eapeJta.da. Eato no ea a0Jtp1tende11te pu.e.a

to qu.e ert rtu.eat1to .1'..ab0Jtato1t-é.a (Poaaa.nL y e.o.e.., 7982) he 

ha demoat1ta.do poJt aec.uenc.-é.a d.lJtec.ta. de am.lrto4c..ldoa, .e.a 

p1tea e11c.-é.a. de va1t-é.aa to x.l11.aa b.1'..o q u.ea do 1taa de.l'.. c.ana.t de 

potaa-é.o c.ort c.ompoa.lc.-é.611 y aeeu.ertc..la de a.m.lrtoác..ldoa aeme

j a11tea p e1to 110 -é.g u.a.e. ea • 

Ve eata 601tma e.e. ha.Lla.zgo pu.eato en ev.ldertc..la. en 

eata. tea-la cort6-é.1tma. lo a.rtte1t.lo1t y noa .e.Leva a penaa.lt 

qu.e e.e. ep~tope Jteeortoc.Ldo poJt La. e.Lona BNTX 4 ea e.e. 

1 Z6 



mL.6mo, pelta e-0 capaz de pu1LL6ica1t do.6 o má.6 601tma.6 quLmf 

c.amen;te di6e1ten~e-0 de un mi-Orno ~ipo de ~oxLna-0. 

E-0~a e-0 p!tobablemen~e la c.on~nLbuc.i6n má-0 onigL

nal de e-O~a ~e-Oi.6, que lejo-0 de e-0~a.6 de~e1tmLnada, ha 

mancado el Lnicio de una -0e1tLe de expe!timen~o.6 Lmpon~an

:te-0 que -0e llevan a e.abo en e-O~e momen~o en el labo1ta~o

nio. 

En~Jte e-0~0.6 1te-0ul~ado-0 que ~odavla nec.e.6L~an exp~ 

nimen~ac.Lón e.6 ~án: 

1) La a6inLdad BNTX 4 ea~~ c.opu1ti6ic.ando ~oxina.6 

vendade1tamen~e dL6e1ten~e.6 lven 6Lguna 79 lj 20) ¿o .6on 

la-0 601tma-0 ya nepon~ada.6? 

3) ¿Qué pa,~ a e.o n la.6 demá.6 e.lona-O BNTX 12, BNTX 14, 

BNTX 16, BNTX 18 y BNTX 21 y cuál e6 .6u compon:tamien~o? 

E.6~a.6 .6on apena-0 alguna.6 de la-0 pnegun~a.6 que ~o

davla -0e p!te~ende .tz.e.6ponden en el .e.abona~o!LLo den:tno del 

c.uad.tz.o de ea~a :te-0La. 
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CONCLUSIONES 

Se pu1tL6Lc.6 a la noxLu-0:toxLna (NTX) de 601tma hom~ 

g énea polt el mé:to do :tJtadLc.Lo nal, paJta ll.evaJt a e.abo l.a-0 

da-0 l..lnea-0 de expeJtLmen:tac.Lón d,l,6 eñada.6 palta e.6:te :tJta

baja: 1) .6Ln:te:Clza1t una e.alumna de aóLnLdad ac.apl.ando 

NTX a Sepha1ta.6a 4B, paJta pu1tL6Lc.a1t an:tLc.ue1tpo-0 pal.Lc.l.o

nale.6 an:tL-NTX de pla.6ma equLna an:tLalac.Jtá.n; y 2) dL.6!'.:_ 

ñaJt un e-0quema de LnmunLzac.Lón en Jta:tane.6 paJta la ob:te~ 

c.Lán de an:tLc.ue1tpa-0 manoc.l.anal.e.6 an~.L-NTX, paJta pa-0:te

nLa1tmen:te .6.Ln:te:t.Lzan una e.alumna de a6LnLdad c.on l.o.6 

an:tLc.ue1tpa.6 manac.l.anal.e-0 pu1ta.6. 

Lo.6 antic.ueJtpa.6 pal..Lc.l.anal.e.6 pu!t.L{lc.ada.6 c.an la 

e.alumna de a6.Ln.Ldad Sephana.6a 4B-NTX, óuenan .Lnmunagl.~ 

bulLna.6 que nec.anac.en a La NTX pan el c.nL:teJtLa del. m~-

cuenpo.6 6uenon p.!Labada-0 pan e.e. m.L-Omo mé:toda, enc.an~Jtán

do.6e una :t.L~ulac..L6n po.6.L;t,lva en el !tanga de O. 7 µg/ml. a 

10 >j9/ml.. 
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Loa antLeue4paa manaeLanaLea de Laa aeL6 eLonaa 

obtenLdaa en eL Labo4ato4La, ae pu4L6Lea4on ean un 4en 

dLmLento ee4eana aL 80%. 

Con eL Lnmunaadaa4bente Sepha4aaa 4B-1g na ae La 

g46 abtene4 de áa4ma pu4a a La NTX. 

SLn emba4ga, aan ne-

eeaa4Laa máa eatudLaa pa4a La ea4aete4LzaeL6n de eata 

tax.-<.na. 

E.l antieue4pa manaeLanaL utilLzada ( BNTX 4] muy 

paa-<.bLemnte 4eeanace dLáe4entea dete4mLnandea ant-lgl

ne-laa de La NTX. 

FaLta pa4 4eaL-lza4 eate m-<.ama expe4Lmenta pa4a La 

ca4aete4-lzac-lón de La6 ant-leue4paa monaeLanaLea de Laa 

demáa eLanaa. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

La ob:tenc¿6n de an;t¿cuenpo-0 monocLonaLe-0 ab~e La 

po-0¿b¿L¿dad de ampL¿a~ eL conoc-lm-len:to 6ob~e Lo-0 de:te~ 

m¿nan:te-0 an;t¿gé11¿co-0 de La NTX. Pue6 -Oe p¿en-Oa en ;te

neA un banco de pép;t¿do6 (d¿pép;t¿do-0, ;tn¿pép;t¿do-0, e;tc.) 

Lo-0 cuaLe-0 con eL mé:todo de ELISA poA med-lo de compe

;tenc¿a-0 con Lo-0 an;t¿cuenpo-0 monocLonaLe-0 -0e pueda. de:te~ 

m¿naA lo-0 de:teAm¿nan:te-0 an;t¿gén¿co-0 de la NTX o de 

o:tAa-O :tox¿na-0 -Oelecc-lonada-0. 

E-O:to e-0 de -Ouma ¿mpon:tanc¿a ya que e-0;to-0 e-0:tud-lo-0 

can;tn¿buyen a una de La-0 L.i:nea.-0 de ¿11ve-0;t¿ga_c¿6n de.e 

labaAa:taA¿o del VA. Po-0-0a.n¿, La cua.L con-0¿-0;te ett ela.ba 

Aa.A una va.cuna -0-ln:té;t¿ca can:tAa la p¿caduAa del a.lacnán, 

pan med¿a de pép;t¿da-0 -0-ln;té;t-lco-0. 
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