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INTRODUCCION

Los alacranes son organdismos muy antiguos que sdem
pre han tenido nrelacidn con el hombre.

EL hombre pon el gran temor que AlLempre ha sentido
ponr estos animales, Los ha hecho Lnitérpretes prineipa-

Les de mitos y Leyendas.

De esta manera han sido objeto de estudio ya que

clentas especsies de alacranes son muy nocivas al hombre.

En épocas pasadas Los estudios sobre el veneno de
alacndn era bdsicamente sobnrne el tratamiento y La sinto-

matologla del piqueie.

Recientemente uno de Los aspectos de mayon intenrnés
es el uso de toxinas punrnififcadas pana el estudio de me-
candsmos molecularnes y su accdldin sobre membranas excita

bles y para el aislamiento de canafes Lib6nicos.

Dentrno de La gran variedad de toxinas de alacrdn

conocidas actualmente destaca un grupo de ellas, que



cobra gran Lntends pon sen polipéptidos que actdan

especificamente sobre el canal de potasio.

Esta Amporntancia nadica en el hecho de que has-

Zta hace poco tiempo no se tenia conocidmiento de pépti-

dos que tuvieran dicha funcidn.

De esta manena este trabafo de tesis .ntenta dan
nueva Lnfoamacién a una de Las Lineas de .investigacibn

existentes en el Laboratorio del Dr. Possandi.

Parna Ra realizacidn de todos Los estudios sobre

Las toxinas de alacrnanes se requieren de Loxinas punas,

Y ya que La purificacidn de foxinas requiere de una
metodologia un tanto Laboricsa, se pensé en La manera
de obtenern toxinas en {orma purna en menos pasos cromato-

grdficos que Los Lnvolucrnados en La metodologila tradi-

cionak.

Porn Lo que el obfetivo de esta Tesis es el de di
sefian una nueva estrategdia de purnificacién de toxinas,
en La que Los pasos a segulr sean menosd que Los requend

dos en La metodologfa trnadicional.



RESUMEN

EL objetiveo 'de esta tesdis fue el de disedar una

nueva estrategla de punificacidn de toxinas def veneno

del alacrdn Centruroides noxius, que peamditiese obte
nexn foxdnas en forma pura con menosd pasos cromatoghdfd-

cos que Los involucrados en La metodoelfogfa tradilcional.

VYa que esta metodologia Lncluye al menocs tres
pasos cromatogrdflicos, se pensd en utilizan una nueva
t€enica en La que La punificacién fuera mds rndpida pe-
no al mismo tlempo se Lognrana un buen nendimiento, de
esta manera se eligié a La chromatografla de afinidad

como una nueva estrategla de purificacdién.

Se punificé a La Noxiuéiéx&nu (NTX) porn el méto-
do tradicional, con el objeto de deAann§£Lan dos £L-
neas de experimentacdibn: a) sintetizan una columna
de afinidad acoplLando NTX a Sepharosa 4B, para punifi-
carn anticuenpos policlonales anti-NTX de plasma equino
antialacndn; y b) disefan un esquema de Lnmunizacibn
en natones pana La obtencidn de anticuenpos monoclona-

Les anZdL-NTX, panra posteniormente sintetdizan una colum



na de afinidad con Los antlcuenpos monoclonales punos.

Se puniﬂica@on anticuenpos policlonales anitil-NTX.
del pLasma equino antialacndn (S.S.A.) porn medio de La
columna de afinidad Sepharosa 4B-NTX. Los cuales se utd
Lizaron para La sintesis de una nueva cofumna de afini-
dad Sepharosa 4B-Ig, para La punificacidn dirnecta de

La NTX a pantin de Fraceién 11 del veneno de C. noxius.

También se obutvienon seis clonas de anticuenpos
monoclonales antl-NTX. De estas sels clonas se produ-
jo Ziquido de ascltis, del cual se purificaron Los an-

ticuenpos monoclonales.

Los anticuernpos monoclonales purificados de La
clona BNTX 4, fueron utilizados para sinteiizan una
columna de afinidad Affi-gel-ab. monoclLonal BNTX 4,

ana puriffcarn a La NTX a partin de veneno total.
P P - P

Con el Lnmunoadsonbente sintetizade con anticuen
pos policlonales (Sephanrosa 4B-1g) no se Logré obitenen
4 ta NTX de foama pura ya que £a muesira contenia una
gran caniidad de glicina, debido a que esta columna

fue efufda con un amontiguador de GLy-HCI, Lo cual



/

Lntenginid pana poden corrobonran La composicién de ami-

nodedidos de La NTX. Sin embanrngo se sabe que se trnata-

ba de £a NTX pon su patrén de cornimiento electrofonrné-~ .

tico y por su toxdeddad.

Con nrespecto al .inmunocadsonbente con anticuenpo
monoclonal (Affi-gel~Ab. monocfonal BNTX 4}, no se
Logné obtener a La NTX espenrada; sin embargo, Los nesul
tados obtenidos fueron muy alentadores ya que posible-
‘mente 4e obituve una toxina andfoga a £a NTX La cual se

encuentra nepontada en La Litenatura

Esta toxina al Lgual que Ea NTX, se encuentnra
dentro de La famifia de toxdinas que bLoquean al canal

de poitasio.



ANTECEDENTES

Los esconpiones, han sido Lemidos por el hombre
desde Ziempos muy antiguos y frecuentemente jugaban un
papel maligno en Las fdbulas y Leyendas. EL nespeto
griego pon Los esdcorpiones dio ondgen al nombre de La

constelacibn Sconpio, un signo del zodiaco.

Los esconpiones son ardcendidos primitivos que se
caractenizan pon tenen un abdomen Largo y segmentado,
el cual se puede dividin en dos pantes principales: el

cefalotorax (cabeza y tonrax) y abdomen.

EL cefalotonax eét& cubiento con una estructurna
dura (coraza) que LLeva un pan de ojos medianos y gene-
nalmente un ghrupo de Z a 5 oon Latenales pequeiiosd a
cada Lado, el cefalotorax Ziene varics pares de apéndi
ces, incluyendo quelicernos, pedipalpos y cuatno pares
de apéndices en forma de tenazas o pinzas enfrente de
La boca, que se utifizan durante La alimentacibn. Inme
diatamente despuls de Los quelicenocs eét@n Los grandes
pedipalpos que tienen Los dos dLitimos segmentos alanga-

dos formando una fuerte pinza para La captfura de sus



presas, Los apéndices Locomotones estdn provistos de

ganchos tarsales.

EL abdomen, ef cual estd unido al cefalotorax
(también LRamado prosoma), consiste de doce segmentos,
sLete de Los cuales componen una regdidén ancha y aplana-
da (preabdomen) y Los cirico nestantes segmentos que fonr
man un posiabdomen fLexible o cola en cuyo extremo pre-
senia una gla&ndula venenosa y un agulfén para Linocularn

el veneno a sus victimas.

.

Son animales cuyo ftamafo varfa de 1.5 a 18 cms.

de Lango; que habitan en regifones cdlidas y Zempladas
def planeta.

Existen unas 800 especies agrupadas en sels fami-
Lias. Su coloracibén es amanilienta, parda o negra, son

de hébitos noctunnos.

Los alacranes pentenecen af orden Scorpiondda, ek
cual esitd constituido por cinco familids (Bufhidag,
Scdnpionidaa, Diplocentridae, Chactidae, Vejovidae y

Bothrniunidae) .

EL alacndn Centrunroides noxius pentenece a La fa



milia Buthidae.

Dentno de esta familia se encuentran Los génernas

mis nocivos al hombre y son: Andnoctonus, Buthus,

Centrunodides, Lelfunuds y TLtyus.

En México (Mazzoti y Bravo-Bechenellfe, 1963), Bna

5842 {Blicherkt, 1971), Noric de Africa (Bazolet, 1971)

y Medio Ondlente {Shulov, 1955}, Los alacranes han re-

presentado un probkema médico en La vida del hombre.

En el pasado, en esilas negiones def munde Los ala

crnanes de La familia Buthidae, motivaron La investiga-

ceidn méddica sobre La naturaleza y composdlcidn del veneno

como tal y para el desarrnocllo de antidotos.

Recientemente, el descubrimdiento de componentes

activos de naturaleza poldipeptldica, en el veneno de es

tos alacranes, ha impulsado un infernés cientifico para

el wso poitencial de Las Zoxinas de afacrdn, como hernra-

mientas panra esiudios neurofisfofdglcos [(Ceccanelli y

Clementdi, 1979).

Expenimentos LLevados a cabo en natén, polflos,



chapulines, Larvas de mosca e Lsdpodos (ZRothin y cofl.,

1978) han sido excelentes bicensayos pana el aisfamien-

2o de una senie de polipéptidos de bajo peso moleculan,

Leamadas toxinas. De acuendo con Los animales de expe-

niemntacién utilizados como bloensayos, se han alslado

y caractendizado Ztoxinas dinigddas contra mamlfenos,

insectos y crustdceos (Rochat y col., 1979}; Lo cual

Lndica que Zodos Los venencs de afachdn contienen poli-

péptidos tdixicos. Los venenos de Los alacranes de La

familia Buihidae'bon téxicos al hombnrne, y han sido me-
joﬁicanacienizadaé bioquifmica Yy farmacolbgicamente con
nespecto a Los venenos de Las othas cdnco famifias del
subgnupo Chactoide: famifias Chacitidae, Scorpionidae,

Diplocentridae, Bothriunidae y Vejov.idae (Goyffon y

Kovoonrn, 1978).

En La famifia Buthidae, se han encontrado dos
~grupos principales de toxinas: péptidos de 61-70 re-
$iduocs de a.a. (Mirnanda y col., 1970; Gnishin y col.,

1980; Danbon y col., 1982; Possani y cok., 1983) y

péptidos de 36-39 nesiduos de a,a. {Zhdanova y col.,

1978; Possani y col., 1982). Las toxdinas de ambos gru-

pos maniienen una esfructura tnidimensional compacita

por La presencia de fres o cuatno enlaces disulfuro




{(Kopeyan y col., 1974; Fontecilfa-Camps y col., 1980;

Possani y col., 1982). Sin embango han sido encontra-

das excepclones a esta nregla (Nairn y Kunup, 1975; Tole .

do y Neves, 1976; Lazarovich y col., 1982a;
y ZRotkin, 1982}).

Lazanovich

Hasta 1983, se hablan nepontado 113 difernentes

toxinas de alacndn, aliladas en fornma pura, de 723 de

ellfas se conoce su secuencda ‘de a.a. completas yoiras

25 han sido secuenciadas pancialmente en La negidn N-

tenminal {ZRoxkin y col., 1978; Rochat y col., 1979;

Cattenall, 1980; Chhatwal y Habemmann, 1981; Danbon y

col., 1982; Gniene y col., 1982;

Grnishin ¢y col,, 1978,
1979, 1980, 1981, 1982;

Hagag y col., 1983; Lazanovich

y ZRozkin, 1982; Lazahrovich y col., 198Za; Kopeyan y

cok., 19279; Nairn y Kurup, 1975; Possand y cok., 1978,

1981a, 1981c, 1981d, 198Z; Rosso y Rochat, 1582; Vanrgas

y cok., 1982; Watt y Simand, 1978; Watt y col., 197§&;

Zhdanova ¢y col., 1978; Z2ozhin y col., 1982).

EL estudéo de Los venenos del .afacnrnén y de sus

toxinas purnificadas ha ayudado en el pasado, especial-

mente a.trnavés de La senoterapia, a hedolven problemas

médicos, y en el phresente ha sido utililLzado para obie-

nen vacunas (Possani y col., 1981b).



EL aspecto de mayon Lntenés, es el uso de toxinas
purdificadas para el estuddio de mecandsmos moleculares y
su aceddn sobre membranas excitables y para el aislamien

to de canates LfnLcos (Cattenall, 1980).

Las toxinas de alacrndn se han clasificado en
cuatro grupos: el padlmeno compuedito. por toxdnas dirnigi-
das a mamfferos, que actlian esdpeclficamente sobnre ek

_canal de sodio; el segundo, pon toxinas a mamLffernos pe-
o que actdan especlficamente sobre el canal de potasdio;
el tencero pon toxinas dirnigidas a anectqb y ef cuanrto

grupo pon toxinas dirnigidas a crusidceos.

En Las toxinas a mamfferos que constituyen el pri-
meno y mds grande grupo de toxdnas de alacrdn, hay mu-
chas similitudes en su estructuna primaria, Longitud de
La cadena polipeptidica y enfolLamiento y aézabéﬁizacijn
de su estnuctuna fridimensional, La cual de alguna mane-
rha garantiza el reconocimiento de un s4itio de unidn espe
effica a membranas excitables de mamfferos (canales de
sodio); s4in embargo, modificaciones, subsitucdiones, de-
Lecdlones o Lnsenciones de nuevos aminodcdLdos en La co-
anespondiente estructura primaria puede producir Lnacti-

vacién de foxinas o un diferente tipo de modulacidén de



La funcidn de estas Loxinas a nivel moleculanr.

EL segundo ghrupo estd compuestco por un nuevo LApo
de toxinas de alacrdn que actdan edpecificamente sobnre
el canal de pataéio‘(Cahazan, 1975; Canbone y cof.,
1982]). Este grupo estd compuesito por La noxdiustoxina y

zoxina 11.9A de Tityus sernulatus (Possani y col., 1982).

Er £a fabla Ia, se¢ compana La sSecuencia N-~-teaminal
de estas tres toxLnas. Su accdildn bioldgica es muy sLimi
Lan. En axbn gLgante de calaman [(in uitno), estas to-~
xinas decrementan La permeabilidad def canal de poitasdio,
revensiblemente e independiente de Za polarizacibn de
La membnrana, s4in agectar Las propiedades del canal de
sdodio {Carbone y col.,'1982, 1983; Possand Y col.,
1982}).

Este tipo de péptidos pueden estar presentesd en ve
nenocs de alacranes amenrnicanosd, tales como Centrunoides

Limpidus Limpidus, C. efegansd y, en menon pnapdmcidn, en

C. suffusus sufpusus y C. Limpidus Lecomanus (Canbone y

cok., 1983).

EL descubrimienteo de nuevod Lipos de toxinas de

10



Tabla Ia

Camparacifn de toxinas que bloquean el canal de X"

1 5 10 15
1I.9 Val-Phe-Ile-Asn-Ala-Lys-Cys-Arg-Gly-Ser-Pro- --GRu-Cys-Leu-
NIX Thr-Ile-Ile-Asn-Val-Lys-Cys-  -Thr-Ser-Pro-Lys-Gln-Cys-Ser-
I1.10.2 Thr-Phe~Ile-Asp-Val-Lys-Cys-  ~-Gly-Ser-Ser-Lys-Glu-Cys-Xxx-

20 25 30

I1.9 -Pro-Lys-Cys-Lys-Glu-Ala-Xxx-Gly-Lys-Ala-Ala-Gly- -Lys-
NIX Lys~Pro-  -Cys-Lys-Glu-Leu-Tyr-Gly~-Sexr-Ser-Ala-Gly~-Ala-Lys-
11.10.2 -Pro- ’
I1.9 Cys-Xxx-Asn-
NTX Cys-Met-Asn-

I11.9 toxina de Tityus servulatus, 1I.10.2 y NIX toxinas de Centruroides
noxius (Adaptado por Possani y col., 1982).

11



difenentes especificidades de accdibfn es un esifmulo consd
tante pana Ra Lnvesitigacién en esite campo |Lazarovich

Yy col., 1982a; Canbone y col., 1982).

En Méxdico desde 1944 el grupo del Dn. Del Pozo,
empezé a caractendzan fisLolbglcamente el efecto de al-
qunos venenos de alacranes mexicanos (Del Pozo, 1948a,
1948b, 1949a, 1949b, 1968; Del Pozo y Angudlano 1946,
1947; Dek Pozo y col., 7944, 1945}).

Enthe £0s alacranes 2studiados estdn el Centrurod-

des suffusus sufgusus, C. Limpidus Limpidus, C. Limpidus

" Zecomanus y C. noxius. Estos autores estudiarnon sobnre

todo fa accidn efencida sobre mdsculo (contracelbn, fibri
Lacibn, ete.) y su relacibén con La Ainervacidn perifé-

rica y/o centrall

Mazzotti y Bravo-Bachenelle en 1963 publicanron

una £mpoatante nevisidn sobre el escorpionismoen México.

Desde 1977 el grupo del Da. Possandi ha publicado
una senie de artfculos sobre La caractenizacidn biloquil
mica def veneno de alacranes del géneno Tityus de Bra-

54l {(Alagdén y col., 1978; Possani y col., 1977, 1981 c)

12



y det géneno Centaunoddes de Méxdco (Dent y col.,
1980; Possand y col., 1978, 1980, 1981a, 1981d, 1985;

Carbone y col., 1982).

13



IMPORTANCIA MEDICA

En México, a pesar de que La picadura de alacadn ha
rnepresentado una de Las causas principales de montalidad
ponrn intoxicacién debido a animales ponzoficsos, Los datos
estadisticos al nespecto son muy esdcasos. Un estudic rea
Lizado por Bravo-Bechenelle y MazzoiXti (1961) sobnre Las
tasas medias anuales de defunclonesd por cada 100 000 habil
tantes entre Los aiios de 1940-1949 y de 1957-1958, mostra
rnon que Los estados con mayor Lndice son: Colima, Nayarit,
Guenneno y Morelos con una tasa de 83.7, 41.6, 41.5 y
13.3 nespectivamente e indican que mds de 20 000 pensonas
murienon por pLcadura de alacrdn. Debido a que el veneno
def alacndn tiene un valor antigénico muy bajo y La Lnmu-
nézacdén en caballos nequiene af menos de ocho meses para
Llevanse a cabo, no se puede obtzner un sueno de allte po-
den neutralizante. Sin embaxngo, Au.apiicacién ha nrepercu
tido ampliamente en La disminucidn de La mortalidad por

picadunra de alacrdn (Del Pozo, 1962}.

Daxos mds necdlentes de Lb6pez Acuna y ALagén Lndican
éue en La Repidvlica Mex.icana ocusnren m&s de 100 000 acci-~
dentes anuales por pLcadura de alacranes, de £Los cuales
“entre 700 y 800 son fatales (Lépez Acufia y Alagén, i979);

mds del 90% de fos casos de defuncidn ocunren con nifios

14



menones de 2 anos de edad.

SINTOMATOLOGIA ¥ DOSIS LETAL

A pesan de que La toxdedidad del veneno de Los ala-
cranes difiene ampliamente de una especie a otrna, exis-
te una ghan semejanza enthe La sintomatologla de envene

namiento produecddo por La picadura de estos onganismos.

EL efecto tdéxdico de este veneno sdobre La vietima
depende de vanios factonrnes: de La edpecie del alacrdn,
de La dosis del veneno inyectada, del volumen y def Lu-

gan del piquete {(Hoffmann, 1938).

En general La sintomatologfa que se presenita es La
'Aiguiente: hipenestesia y dolon Eoéaz Lintenso e Lnmediato,
aunque no se produce ningln efecto visible sobnrne el s4-
zio de inyeccedibn, entumecimiento de £a Lengua y La gan-

ganta, que produce dificultades para trnagarn, hiperexciita-
de angustia, salivacidn y diaforesis excesiva, Lagrimeo,

midniasis y en casos sevenos es grecuente que se produz~

ca exoftalmia, fotofobia y distensidn gdstrica.  EL pulso
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se Lncrementa y se vuelve arnltmico, La presddn antenial

se Lncrementa al principio y decrece por debajo de Lo

normal despuls. Se producen convulsionesd y contracclo-

nes musculares, parndlisds fLadcida con tetanizacibén de Los

miembros inferionrnes en Los casos graves, dificultades pa-
na nespinrnar. La muernte se ordgina por una pardlisis nes-
pirnatondia que puede occurnndin de unos cuantos minutos a va-

nias honas después de La picadura (Flonres, 1963;
1971; ZLotkin, 1978).

Bazolet,

Las diferencias atribufdas a Los venenos de Los ala

cranes radica en La vandedad de £Los componentes constitu-

tivos delf veneno. Una gorma de verniflcan estas difenen-

clas es a través de Lasdosis Letales medias (DLgg) atai-
buifdas a cada una de Las especies. Estas varnfan depen-

diendo de La especie estudiada y de su distribucibén geognrnd
fica. Sin embango, también existen diferencias de Dlgg
porn La cepa de ratones estudiados { Guzmdn, 1984), Ra ruta

de Lnyecedbn y La manipulacién de Los datos. Guzmbdn (1984)

repontea una Vigg de 2.78 mg/kg para La cepa BALB/c (albi-

na}l; 3.31 para BALB/k (afbinal; 3.30 pana CD1 (albina);

1.20 pana ambas cepas CDI1 (negra) y DBA (pardal; 1.32 para

MIH (albina) y de apenas 0.61 para SSA (albina). A pesan

de estas difenencias, puede decinse que La potencia Letal
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de estos venenos Liene un nrango entre 0.25 y 3.31 mg/kg
y que Las especdes mds potentes son el alacrdn africano

Lefurus quingquestratus y el mexdlecano Centruroldes noxLus.

COMPOSICION DEL VENENO

EL veneno de Los alacranes se compone principalmen
te de protefnas y péptidos de diferentes pesos molecula-
res. También encoﬁtnamoé de forma general La presencLa
de aminodceldos RLibres, sales Lnongdnicas, nuclebtidos y L4
pidos. EL veneno de L0s alacranes pelignosos al hombae
es muy pobre o no contiene enzimas def tipo de Las protea-
sas Yy fosfolipasas, pero posee una cantidad consdidernable
de actividad hialuroniddsica. La presencia de hialuroni-
dasa parece ser una constante en el veneno de toqu Las
especies de alacranes. En Las especies no pelighosas ak
hombre Aé ha demostrado La presencia de ciertas enzimas hi-
drolilticas con actividad dindigida en contra de enlaces
amidas y Estenes. EL veneno obtendido pon estimulacibn eléc
trica del zelson de Los alacranes contiene una cantidad no
despreciable de un matenial gelatincso y altamente higros-
clipleo que se¢ puede eliminarn pon cenirndifugacidén. Este ma-

tenial constituye cerca del 30 al 50% del peso Zotal seco
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del veneno. Se ha poddideo demostran pon microdcopfa elec-
Inbénica que en este Zipo de veneno exdisite una porcdén Lm-
pontanite de membranas envolviendo a un maternial denso gra
nuloso. Sin embango, La proporcdidin mds AmporZante de Las
sdustancias delf veneno de Los alacranes estd constitulda

por varias familias de polipéptidos bdsicos con peso mole
cular de alrededon de 7 000 y con actilvidades neurnotdx.-

cas.

Exdisten Loxdnas con distintas actividades blolLdgdi-
cas. Unas neconocen e Antenfdleren con fenémencs de membra
nas de animales supernfonrnes, son Las LLamadas neurofoxinas
a mamifencs, sobre Las cuales nos occuparemod edpecfalmen-
te enseguida. También existen toxinas que neconocen s0fa
mente a tejidos excdiitables de Lnsectcocs o de crusitdceos.

En cada una de estas tres categorfas de toxinas exisie una
varledad de diferentes moléculas. De esta forma hay poa

Lo menos tres familias distintas de polipépitidos, cada una
nepresentada por un ndmero vardiabfe de moléculas diferentes

con el mismo tipo de actividad biolbgica.

EL efecto especifico de especie parece no presentan
reacedlbn ecruzada; asf, RLas toxdinas a Linsectos y crustdceos
no agectan af hombnre (Rathmayer y Col., 1978} y vicevensa,

clentas toxdinas a mamiferncs no afectan ‘a Lnsectos (Darbon
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y col., 1981).

PURIFICACION DE TOXINAS

La punificacién de Los polipéptidos téxLcos que
consiituyen el veneno de Los alacranes Lmplica una cier-

ta dificultad. Esto se debe a La presencia de distintas

moléculas con peso molecular muy semefjante y con propieda

des fisicaoquimicas parecidas. En el Laboratondio del Dn.

Possani, se ha desarnollfado una estrategla que LAnvolucra

bdsicamente trnes pasocs, primero: obtencién del matenial

s0Luble por centrnifugacibn; segundo: separacién del veneno

s0kuble porn cromatografia de filtrnacién porn peso moleculan

en columnas de Sephadex G-50 y finalmente purnificacién de

Las toxinas pon Linterncambic Lbénico en columnas de carboxi-

meXilcelulosa, Aminex A-5 v BLo-Rex-70.

La homogeneidad de Las toxinas es verificada pon el
comportamiento chromatogrlfico (simetrfla de Ros pilcos del

chomatograma), por electroforesis en geles de acrnilamida
en ef sdistema de [(Relsfield y col., 1962)~y por secuencia-
cidn automatizada de Los aminodcidos de Za porcdén N-Zemmd

nat.



CARACTERIZACION QUIMICA ¥ ESTRUCTURAL DE LAS TOXINAS

Todas Las toxinas obtenidas de foama homogénea
son analizadas en relacddén a La compodicdién de aminodcd-
dos. La Ztabfa I muestra el nesultado del andlisis del hi
drnolizado de La mayorfa de Las toxinas que se han purigld-
cado de Los alacranes Latimno-Amerndicanos. Como se observa
en La Zfablfa La composlcibn de aminodcLdos de Las toxinas
revela La presencia de 39 a 65 resdiduos de aminocdeidos
(Dent y col., 1981; Posdani y col., 1977, 1978, 19§80,
19§1a, 1982).  Estos valores estdn dentno de Lo reponta-
do en La £Ltékazuaa para toxdinasd de otros alacranes, cuya
composicidn vardia enine 36 a 70 nesiduos de aminodedidos
(Babin y col., 1975; Miranda y col., 1970; Rochat y col.,
1970, 1979; ZLotkin, 1978).

De fonma genernal fLas toxinas de alacrdn son moké-'

‘culas muy compacitas y termoestables.

En La tabla 11 se muestra La secuencia de amino-
deidos de La poreddn N-terminal de Las toxinas de Los ala
cranes Latino-Amerdcanocs. Se puede observar que exdLste
un cdernto grado de homologia en Las éecuenciag de aminod-
cidos de toxdinasd provenienies del mismo alacrdn y que afec

ta al mismo tdipo de ztejido.
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Tabla I
Composicifn de Aminodcidos de Toxinas de alacranes Latino-Americanos

Alacrin T. serrulatus

toxinas
Aminoicido II. 1 III.8 III.10 .5 X

Ac, Aspartico
Treonina
Serina

Ac. Glutimico
Prolina
Glicina
Alzgninz
Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina
Lisina
Arginina
Cisteina 8 6-8 6-8 6-8
Triptofano n.d. n.d. n.d. n.d. 3

4
1
4

\73,
3
8

RO = N = N WO U WA =
R R N - I

-

n.d. No determinado T. serrulatus= Tityus serrulatus, C. noxius= Centruroides noxius,
C. elegans= Centruroides elegans, C. 1. tecomanus= Centruroides limpidus tecomanus, C.1.
limpidus= Centruroides limpidus limpidus.
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Tabla II

Secuencias de Aminoacidos de Toxinas de alacranes Latino-Americanos

C.noxius

11.9.2.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFAGHC. - .
II.10 KEGYLVN. ..

1I1.10.2 TFIDVKCGSSKECKP. . -

mn TIINVKCTSPQKCSKPCKELYGSSAGAKOMINGKCKCYBN

11.13 KEGYIVCYHDGCKYXCYKLGDNDY. . .

1I.14 KDSYLVDAKGCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRG . . «

C. elegans

11.6.3 KZGYLVBHSTGCKYZCFKLGBBBYCLRZCR. . .

C.1l. tecomanus
11.9.3

KZGXLVBHXTCC. ..

C.s,suffusus
I

IIL

1

KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN
KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDY CLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCEALPDHTQVWVPNKCT
KEGYLVSKSTGCKYECLXLGDNDYCL.. . .

T.serrulatus
I1X.10
IX.10

I11.8
v.6

KEGYIMCHEGCKKLSCF IRPSGYCGRECG IKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKC
KEGYIMCHEGCKLSCF IRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYG. . .
KEGYIMDHEGCKLSCF IRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPA. . .

KEGYAMDHEGCKFSCF IRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWP . . .
KKDGYPVEYDNCAYICWNUD. . .




CARACTERTIZACION BIOLOGICA y MECANISMO DE ACCION DE LAS
TOXINAS

La Letalidad de Las toxinas se obsenva pon Ainyec-
cidn Antraperitonecal en natones albinos. Se ha verifica
do que para Los alacranes Latino-Amerdicanos La dosis Le-~
tal media vanfa entre 5 y 27 michogramos por 20 gramos
de peso conporal de raitén, sdiendo el alacrdn de Nayarnit
{(C. noxius) el alacnrndn con veneno mds potente en Méxlco,

con La ninima doais Letal media.

Hasxta hace poco se pensaba que todas Ras toxinas
de alacranes a mamifencsd actuaban a nivel def canal de Ao~
dio y su accibn era dependiente de voltaje |polarizacidn)
{Cattenalt, 1980). Se ha demostrado que cilentas toxinas
de alacranes se pegan a s4ti0s esdpecilficos de La membra-
na de neuroblastoma (Cattanﬁﬂl, 1976; Counaud y col.,
1978), a membranas de sinaptosomas de cernebro (Jovern y col.,
1978; Ray y cof., 1978) y a membranas de células cardiacas
de embaidn de polfLo (Couraud, 1980}. La afinidad de es-
" tas toxinas pon Los s4LLios neceplones depende del poten-
ciallde membrana, cuanto mayorn es La polanidad de £La membra
na mayon es La afinidad (Cattennall, 1976; Couraud y col.,

1980; Joven y col., 1980b; Ray y col., 1978}). En funio de
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1981, Counaud {Couraud y cokl., 1981), presents eviden-
cias de que La toxdina del alacrdn de Durango (C. suffusus
suffusus) se enlaza a membranas excitables despolarizadas
(Jover y col., 1980a}. También y de forma general, ena
aceptado que entre Los efectos principales de Las Loxi-
nas de alacrdn estaba un blogqueo de La inactivacién del
canat de sodio, esto es, el canal de sodioc sometido a La
accidn de Las Loxinas de dﬂacnin permanece abdiento ponr
mdas tiempo [(prolongacidn del potencial de accibn) (Ben-
nard y col., 1977, 1979; Conaboeud, 1975; Watt y col.,
1978 B}, En otrnos expenimentos, utilizando anticuenpos
marcados con fernitina, se ha podido observar porn micros-
copla electadnica que algunas Ltoxinas def alacrdn C.
noxLus se pegan a sinapsis del sistema nervioso central
de La rata (Carabez y Possani, 1982). Se ha verificado
tambitn que La {8) toxina (4) def alacardn de Jalisco {C.
elegans) afecta {(n) ﬂa.éaptacidn de aminodcidos de sinap
tosomas obtenidos del sistema nenvioso central def ratdn
{ColLomen y cob., 1978). Esftudios mds recdentes {(SdLtges y
col., en prensda} han congirmado La accién de La noxiousto
xina en Aelqcién al canal de potasio de sinaptosomas de
cenebro de rnatén. De esta forma se ha podido demostranrn
que Las digenencias estructurales presentes en Las Loxdi-

nas de alacnanes condiclonan una especificidad funcional.
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Cada familia de toxinas actida sobre un dado tipo de recep
ton, modificando de difernentes manenras su funcionamiento.
EL estudio bloquimico sistemdtico de ftodos Los componen-
Ltes del veneno de un animal puede LLevan a descubrin di-
ferencias Lmportantes, como es el caso de La Noxdustoxdina
uno de Los componentes menores l(en proporcidn cercana al
1%) def veneno de C. noxius. Es posible que otros hallaz
gos Aimportanies en el campo de La toxicologlfa, ovcurran

en el fufuno, come Loxinas gue heconozcan othos Lon6fonros
de membranas excitables, como por ejemplo el canal de

calelo.

EL ALACRAN DE NAVARIT

Uno de £0s alacranes mds Lniernesanites, pon sen el
mds ponzofioso citado hasta ef momenio es RLa especie Cen-

trunoldes noxius, La descrnipeidn de La especie se debe

a Hoffmann [1932).°

Este alachdn habita en Las Lomernias y cernos dek
estado de Nayanit y sun de Sinaloa, es un animal de colon
moneno rojizo y mide entre 5 y 8§ cm. de Longitud. AL C.

noxius se Le considera una esdpecdie endémica, desligada




del nesto de Los Centrurnodides mexdicanos, caractenizdndo-
se por una toxdiedldad especial de su venene, mds ndpdldo y
mds Lntenso en su accibn (Hoffmann y Vangas, 1935; Hodf-

mann , 1938}.

COMPOSICION DEL VENENO

Ef veneno del afacadn C. noxius phresenta una DLgg
de 0.26 mg/kg de peso corporal de ratén. Este alacndn
se caracteniza por poseen el veneno de menor Dlgy en ME-

xLeco.

Este veneno es esdfable, recupera su esfructuna Lhdl-
dimensional asf como su toxdicdidad, después de hervinse pon

5 min. (Possandi y col., 1981a).

En forma parnticular, contiene profeinas con activd

dad del Zipo hialurnonfidasa (Dent y cokl., 1980).

EL veneno soluble se ha caracterdizado por cromaito-
grafia de 4iltracién en gel, en columnas de Sephadex G50
seguida por dos pasos de separacién porn Lniercambio Lb6ni-

co en difenentes sistemas de amortiguadonres. Se obtienen
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Lnes gfracclones: fa fraccibén 1 presenta actividad de hialfu
nondtdasa, La fraceibn 11 es Léxica para mamifercs y La frac
cidn 111 se compone de péptidos de menor peso molecular no

tdxLcos a mamifernocs.

La fraccdién 11 6 téxica, estd consititulda por 14 --
toxinas, 9 de ellas especificas para mamffernos y una para
crustdceos (Dent y col., 1982})."' Las toxinas mds estudia-
das son: la 11.9.2.2, I11.10, TII1.71, I71.13 ¢y 11.14 (Possani
Yy col., 1980; Dent y col., 1980; Possand y col., 1985).

A La toxdina II.11 se Le ha denominado Noxiustoxina y su
composicidn de aminodedldos nevela La presencla de 39 a.a.
Esta es La primena tox.ina descrita de cadena corta que a-

gecta a mamiferos.

La Nox{ustoxina cuya negidn N-Zerminal es Tre-Ile-
Ile~-Asn~-Val es completamente diferente a Las demds Loxinas

descadtas como se puede ven en La Zabla I1I.

Se ha obtenido informacién so0bre La estructura se-~
cundaria y Lerclardia, porn técndecas de dicroismo citrcular
y nesonancia magnética nuclearn (Possani y col., 1981d).

Por medio de estas medidas se pudo evdidenciar que La toxi-~

28



na 11.9.2,2 contiene aproximadamente 11% de estructuna
baﬂﬂa-hézice y 22% de estrucitura plegada tipo beta (Wa-
ttens y cok., 1982).

EL mecandismo de aceldn de algunas toxinad es co-

mo Adgue:

7. Utilizando axones gigantes de calamar en experni-
mentos de "voltafe-sostendido” se ha demosirado que en

el veneno del alachdn de Nayarit (C. noxius) existe un
componente, denominado 11.70 {(Carbone y cof., 1982),

que actda como blogqueador especifico del canal de sodio,
afectando exclusdfvamente La entrada def sodio (Lnflujfo),
en forma semefante al efecto de La tetrodoZoxdina. Esta
es una diferencia Lmponrtante con helacién al veneno de
Leos aﬂac&anc¢'Manze-Aﬁticanoé que actidan a univel de La
inactivacdidn del canal. EL efecto def componenite

- IT.10 es revensible. Esto también es una novedad.

2. Se encontnéd que La Noxiustoxina, componente IT1.11
del veneno del aﬁacn@n C. noxius afecta selectivamente

al canak de potasio bloquedndofo de manena nevensible e
LndependLiente def voltajfe {Carbone y col., 1982). Esta

es La primena toxina de naturaleza protéica descnita en



La Liternatuna que bloquea de forma selectiva al canal

de potasio.

3. También se ha descubiento que el componente 11.6

del mismo veneno es una poiente toxdna a crustdceos
paralizando de forma revensiblfe a acociles y cangnejos

(Possandi y col., 1981a).
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CROMATOGRAFTA DE AFINIDAD

CONSIDERACIONES GENERALES

Los métodos convencionafes para La purndficacidn
de proteinas se basan generalmente en digernencdias Lm-
portantes existentes en relacdbén al peso molecular o a
Los gnupos Laterakles Londlzables de Los aminodcddos que
constiltuyen La secuencia polipeptidica de Las moléculas
protelcas. Estos mélodos frecuentemenite son Labordososd

e Lincompletos ¢y su nendimiento es bajo.

Porn el tiempo que se nequdiene para obtenen compo
nentes nelativamente punos y con un Lnsatisfactordio ren
dimienito, con Los méiodos convencionales se desarnvlld
un método de aislamiento LPamado Cromatognragla de Afind-
dad. EL Logro de estfa técenfea dendva de La dnlca Y eb-~

pecifica propiedad de Las macromoléculas; que es su fun-

cL6n bioldgica,

Genenalmente se acopla covalentemenie a un sopok
te s6kido, un andlogo del sustrato de una enzima o un’

£Lgando especifico de una molécula neceptonra.
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En el campo de La Inmunologila el método se rela-
ciona con el uso de Lnmunoabsorbentes, introducidos como
mateniafes quifmicos definidos pana La separacidn croma-

toghdfica de anticuexnpo s {Campbell y col., 19571]).

La cromatogragia de adinidad explota el fenbmeno
de La interaccidn de La especificidad biokigica, en una

gran variedad de sistemas de protefna-Ligando.

Una so0lucidn que contenga a £a macromollcula a
den punifdlcada es pasada a thavés de una columna compuesd
Za de un polimeno Lnsocluble o gel el cual tiene un LLgan

do que ha sdido unddo covalentemente.

Las protefnas que no muesitran una apheciable adi-
nidad porn el Ligande pasan por La columna sin sen reZend

das, mientras que Las que 5L Lo rneconocen (Ligando) pue-

den sen hefenidas en proporcién a su aginidad, bajo Las

condLcdiones expernimentatles. La proteina especLficamente
adsonbida puede sen efulda aliterando La composicidn del

s0lvente o medio para que La disociacidn se efectde.

En prineipio, pueden usarnse adsonbentes especlfi-

cos pana punrifican enzimas, anticuenpos, deldos nuclLédi-
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cos, cofactornes o prolefnas unidas a vitaminas, protel

nas nepresoras, proteinas de tramnsponrnte, drogas, ete.

Las ventajas inherentes de este métode de purdfd
cacddn son La hrapidez y La facilAidad de hacerfo en un
sdolo paso, La répida separacién de inhibidores o conta-
minantes destructivos como protfeasas, y La proicceldn
a La desnatunralizacLdn duranie La puniflcacién se debe
a La estabilizacidén Rigando-sLitio activo de proteinas

en su estado nativo.

Debe hacense una cuidadosa ptaneacién antes de
que Los procedimientos especfficos sean LLevados a cabo.
Las mds imporntantes conALdenacLoneb_Aon: 1) el tipo de
matniz, 2) La naturaleza def Ligando, 3) Las condLicdio
nes usadas para adsorben y efuin La protefna de La co-

Lumna .

Las condiciones especfficas pana La puniﬁicacién
de una proteina en pantilculfan, . deben sen altamente .indi-
vidualizadas puesto que ello refleja La dnica phopiedad
de especiflicidad biolbgica en una Lnteraccddn selectiva

con un LLgando dado.



SELECCION

DE LA MATRIZ

La propila selececddn de La matrhiz o sopoate de Los

Ligandos tilene una gran Aimportancia para La aplicacién

exi{tosa de La adscrcidn estercoespecifica. La matriz

Ldeal debe neunin Las siguientes caractenlsticas:

2.
3.
4.

Insoluble.

Suficientemente permeable

Nula capacidad de adsoredibn.

Estabilidad quimica y mecdnica en un ampldio
rango de pH, fuerza L6nlca y concentracdcnes de
desnaturalizantes.

Disponibitidad de un gran ndmeno de grupos qui-
micos capaces de sen actlivados para Aintroducdlh
Ligandos y espaciadones.

Debe foaman una malla porosa y Laxa, L£a cual
permita una entrada y salida undforme de Las ma-
cnomoléculas.

Las partilculas deben sen uniformes, esféricas

y higidas.

ALto gnrado de ponrosidad.

Resistencia al ataque microblano.

Existen tnes medics que pueden sen considerados,
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potenciatmente dtiles en Las Ltéendlcas de cromalogragia de
afinidad: 1) agarosa, 2) potiacrilamida y 3) Lechos
de vidrnio de poro controfado. De estvs trnes, Los Lechos
de aganosa son por mucho Los mds grecuentemente utiliza-

dos, por poseen todas Las caracteristicas deseables.

La dnica desventaja de La agarosa es su suscepitdi-
bitidad a La contracedidn cuando se utilizan soluciones
desnaturalizantes para La elucdidn. Los Lechos de polia~
cailamida reidnen muchos de Los crniterios deseados. La
mayohrfa poseen un gran ndmero de grupod carboxamidas mo-
didicables permitiendo asf La preparacidn de una matriz
altamente sustitulda, Desafontunadamente estos Lechos
canrecen de una buena porosidad, La cual ademds es dis-

minuida por su sustliucddn,

Un medio que puede Lnerementarn su uso en el futu-
no, es el constituldo por Los Lechos de vidrio de poro
controlado. Las grandes ventajas de este medio son su
estabilidad mecdnica y qéimtca, La cual peamite un bueh
§Lujo bajo una amptfia variedad de condiciones. Los mds
denios prnoblemas encontrados con £0s Lechos de vidadlo,
~son que como medio tienen un alito grado de adsorcidn no

especffica de protefnas y carece de un gran nidmeno de
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grupos funcionales fdcilmente activables. Ademds La

siLica no es estable a pH alcalino.

La Sepharosa 4B es un denivado de £a agarosa y

24 Ra gque se udiflza con mayor frecuencia, poh Aén mds

ponosa que el derdlvade 6B y tenen mayor capacidad de sus
tituedén que La 2B,

SELECCION DEL LIGANDO

La sefeccidn del Ligando a sen usado en La cons-

truceddn de una columna de afindidad, requiere de cuida-~

dosas consdideracdones. Los candidatcs posibles son: sus

tratos andlogos, efectornes, cofactores de enz.imas y bajfo

cientas cirecunstancias el phropio sustrate de Ra enzima.

Cuando se utiliza un sustrato, Las condiclones pueden

arneglanse de ftaf suente que Lg enzima no Lenga una fun-

cddn catallitica.

Dos crhitendos deben cumplfinse para La seleccibr

del mejfon Rigando. Primeno, debe hacer una fuernte inte-

racedén entre el Rigando y La proitelna deseada. En La

prdetica Los Ligandos con una constante de disovelLacddn de



alrededorn de 5 nM en solucién sdon pobres candidatos. Pox

otho Lado tambidn La alita afinddad entrne el LLigando y La
proteina puede sen perfudicial s4 Las condiclones reque-
nidas panra La disociacdidn del complejo, pueden sen Lhre-

versiblemente dafiinas a La protefna. Segundo, Las molécu

Las pequefias a sen undidas deben ftenen gnrnupos funcionales

que pueden sen modigicados para formar el enface covalen
te con el soponte o matniz. ITgualmenie Limportante es La
modificacidn del enlace, para que no se defernione Ra

unién del Ligande a La profelfna deseada.

Porn Lo tanto el pandmetnrno mds Limportante es La
efeetiva afinidad obsenrvada entrne el Rigando Lnsolubifi-

zado y £La proitefna deseada.

METODGS DE ACOPLAMIENTO

Los procedimientos utilizadospara acoplar covalen
Zemente el Ligando akl soporte Linvolucnan dos pasosd:
1) activacidn de Los gnrupos funclonafes de La matriz y

2) écopﬂamienta del Ligando a estos gnrupos activados.

Las reacciones quimicas utillizadas para LLevar a
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cabo estos enlaces, deben sern moderadas, para ser tole-

radas por ambos, Ligando y matniz.’

Despuls del acoplamiento el soponte debe sen ex-~
haustivamente Lavado panra nemovern cuanuién semanente
del Ligando no pegade y La cantidad de Ligando unido de-
be sen determinada. Esta deteiminacidn generalmente se
expresa en te&aminos de capacidad por mililitro de matriz
hidratada, en vez de expresarse en tErminos de su peso

sdeco.

Existen un gran nlmero de méiodos para unin L.L-
gandos a soportes Lnsolubles. Uno de Los mds ampliamen-
e usados es el proceso de actlvacdin con bromuro de cia

ndgeno,

La mayonfa de Los métodos para inmouvdilizarn pro-

telnas se basan en el acoplamiento de Lod ghupos amdino.

ACOPLAMIENTO CON BROMURO DE CIANOGENO

EL bromuro de clLanbgenv en sofucidn alcalina pue-

de formanr cianamidas con aminas. Polimenos sé&Lidos con-
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Lendiendo grupos aminos pueden pon Lo tanito sen acitiva-
dos con bromuno de ciandgeno, puesto que Los grupos cia-
namidas pueden sen utilizados como Lnitermediarios para
acoplamiento con aminas, Las cuales reaccionan para {ohr-

mar guanidinas sustitufdas.

Al utilizan bromurno de cianbgeno en este modo,
se encontrnd que Los polimernos hidroxificos por AL misdmos
pueden ser activades y que Los polfmeros reactivos con-
tienen ghupos &€sten Limino carbonados (Axén y coL.,'1967;

Ponrath, 1968).

Los grupos dio£ 1,2 son especlalmenie propensos
a reaceionar con haluros de cianfgeno para formar Lmino

carbonados cfelicos.

En ekl pa&a de acoplamiento una sustancLa contendlen
do grupos amino puede formar cualquierna de esitos tres
productod, probablemnete a través del Lsocdianato, como
un intermediarnio Lnestable. Estos Lncluyen ef denivado

Aimino carbonato, carbamato susiitufdo e Lsounea {Fig. 2).

Las especies neactivas formadas en el paso de ac-

tivacddn tienen difenrentes ghados de estabilidad.

39



Pagso do Aotivecidn:

0,
Mntrin’/ \5htﬂl Reactivo
o ~o
Hptriz 4+ BrCN
“~oH oo, .
‘atrins 1o remetivo
~ou . .

Paso de Acoplamiento:

Sntrxy’/ojpu NR

~o
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e
Mntri:<:2ﬁx\ﬁiﬂ

Fig. 4 Método de Activacidn pox

Cilandgeno

CONDICIONES DE ADSORCION Y ELUCION DE

Isouren
Carbarnte
ruc-titnide

Ioinn
cerbonato

Bromunro de

LAS PROTEINAS

Las condicilones especificas para La adsorncidn

dan dependiendo de Las propledades especiflicas de La

tefna a sen puniffcada,

se

pro

La bloespecificidad en La cromatoghrafia de afini-

dad es realdizada frecuentemente en dos pasosd:

1)

adson-~

cibn pon contacto de La muebstra con ef adscnbente en un

medio adecuado y 2) desadsorcidén en un so0lo paso por cam
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bio def medio.

La desadsoncién puede 2Levanrse a cabobpon compe-
téncia con sustratos o andlogos del Ligando dz La matrdiz
s68ida, por Ba alZeracibn del pH, fuenza Lb6nica, agentes
desnaturalizantes como urea o cloruro de guanidina. La
proteina efufda puede sen neutraldizada, dilulda o diali-

zada para permdifin su pronta necunstitucidn a su. forma

nativa.

Debido a tas condicfones no ideafes de adsorcidn
y de desadsoncidn bajfo estas cidrcunstanclas, La separa-
eibn incompleta deé aantaminaﬂtea es probable que suceda.
Puede obtenerss una mefon separacidn uiilizando un gha-

diente de eluctdén.

La efucidén completa de sustratos, Linhibidores o
efectores, pueden ser generalmente afecitadas por cambios
en el pH o pon La concenZracdidn de sakl, Sin embanrgo en
el caso de La anunoadéonci&n el pegado del antfgeno al
anticuenpo puede sen tan fuerte que en ocasdiones 24 ne-

cesario establecen condiciones drndsticas de elucdidn.

Los ALones caotrnopicos tales como el thicloroace-

tato olpenctonato pueden sen probados.
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AL disminuin La polarnidad def solvente, ponr ejem-
plo con glicencl, puede fenerase un efecito beneficiloso,
cuando el enface hidrofdgico contribuye significativa-

mente a £a 4ormacidén del complefo.

La selectividad en La purificacdén puede sen Lin-
crementada mediante ef uso de susfratos o andlogos del
Ligando, tanito para La adsorcddn como para fa desadson-
cibn. La desadsoncidn puede efectuanse aiiadiendo en el

eluyente especies que compifan por el LLgando.

INMUNOADSORBENTES

Un adsonbente especffico para cualquien enzima o
proteina, es un antlicuenpo Levaniado contra esa proifelna

y undido a una mathiz insofuble. Los anilcuerpos son al-

tamente especdficos .y ftilenen una nuy alta afinidad pon
Las proteinas conina Las que fueron Levantados. Conbde-
cuentemente una exdstosa columna de-antlicuerpo Ltiene ca-
hactenlfsticas que son generalmente Mdé selectivas que
otnas clases de adsonbentes de afindidad, Los Lnmuncadson—

bentes son Lipos especializados de Los adsonbentes bio-

especificos.
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Debido a que el Levantamiento de anticuerpos es
un proceso complefo, Las columnat de Lnmuncadsorbentes,
ne han sddo ampliamente utLiliadas adn. Perno £a nueva
téendica de produceddn de anticuenpos monoclonales puede

nevolucLonan este aspecto de purnigdcacidin de protelnas.

A continuacdén e deschiben Las téendicas y pro-
blemas asocdados con £Los antilcuerpos poldlcefonales conven
cionales, enseguida y en tEaminos generalfes se describen
Los pasos en Los cuales La mayornfa de estos problemas

pueden sern rnesuelitos.

Princdplos bdsicos:
1. Punificacidn de La proiteina (antigeno), por téc-
nicas convencionales, utilizando una especde diferente

del animal a Lnmunizan.

Z. Levantamiento de anticuenpos contra La protelna
{antigeno), usando técnicas convencionales de Lnmuniza-

cidn.

3, Purificacdién parcial del anticuenpo pon precdpi-

tacién con sulfato de amondio.
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4. Acoplamiento del anticueapo al adsonbente, pon
ejemplo, con bromuro de ciandgeno a una Sepharosa activa

da.

5, Apticacidn de una muestra cruda o parcialmente pu
nificada conteniendo La proxeina (contra Ra que se Levan
taron Los antlecuerpos, a través de una columna de anti-

cuerpo. Lavado de La columna.
6. Elucibén de La columna.

Los pasos mds dififciles son generalmente el 1 y el
6. Podemo# asumin que ef paso 1, ha sido efectuado aé
menos hasta una purigficacidn parclal. Desde 50 ug de pro
tedna puna, son suffcdentes para Levanitar buenos anticuer
pos. Pero se debe Tomar en cuenta que afgunas protefnas
don mds antigénicas que otrnas. Exidten varlas téecnicas
para hacern que una proielna débilfmenite aniigénica, pueda

Anducdin una buena formacddn de -anticuerpos,

EL paso final, £a efucidn de La columna, se ha

visto que es el paso mds caitico en Lode el proceso.

Canactendisticamente fLas Lnteracclones antigenor
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anticuenpo tienen constantes de discvcdacidén def onden de
1078 a 10712 . EL neducin Ba Lntenaccidn especlfica
no es sdmple. Aunque Las inmunoglobulinas son moléculas
muy estables y pueden soponrtasr muchas condiclones extre-
masd suficlentes para aompar Lfnteracclones especlgicas,
no se puede decdn Lo mismo de La protefna que estd slen-
do eluida. De modo que un pH de 2-3 desplazar&d al anitf-
geno, defando al anticuenpo activo en La columna, capaz

de sen neutilizado.

Algo similar sucede con alias concentraciones de
whea o solventes orgéndcos para mindmizar Los enlaces de
hidnégeno y Las fuernzas hidrofébicas nespectivamente.
ALtas concentraclones de sales pueden tenen Exito si La
intenaceién parece sen principalmente electrosidtica,
pero contrhariamente fonrtalecerd cualquier enface hidrogd
bico. Las sales cactrhépicas tales como tilocianato,
bromuno de Litio, clorunro de magnesio y Los amortiguado-
nesd deformantes, tales como el citrnato de imidazof han
sfdo usados con algidn €xito, peno de nuevo fa concentra-
cifn necesaria puede causan La desnatunalizacidin de La

proteina una vez elulda.
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ANTTCUERPOS MONOCLONALES VS ANTICUERPOS POLICLONALES

Cuando se trabaja con anticuenpos policlonales
se tienen cientas desventafas como: 1) Para La pnoduc—
edbén convencional de anticuerpos policlonales, el Lnmund
geno debe estan altamente purifLlcado y aidn de esta mane-
ra es comdn encontrar antilecuenpos Levantados conthra éieﬁ
tos contaminantes, 7} La fracedbn de Lnmunoglobulinas
de un antisuero policlonal es heterogénea; Los Lnmuns-
genos que Lnducen La producceidn de una poblacidn de anti
cuenpos conitienen subpoblaciones de anticuenpos que re-
conocen diferentes ponciones del £nmundgeno y (o) La mis
ma porcibén del Lnmunbgeno pero con difernentes afindida-
des, 3) Las reacc.lones cruzadas Yy reacelones no especit-

ficas esifdn frecuentemente asocladas a Los antisuenrnos

peliclonales.

Estos problemas que se encuentran cuando se utdl-
Lizan anticuenpos policlonales pueden sen evditados con
La nueva tecnologlfa de produccidn de anticuerpos mono-

ctonales (Dale y col,, 1981).

Las ventafas sobre Los anticuenpos policlonales

para sintetizar Lnmunoadsonbentes son:
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1) La preparaciin de £a proteina a utilfizan, no tie-
ne que esdan punra, aquif ef 1% de pureza puede sen sufi-

ciente.

2) Como generalmente se utilizan natones, se nequiene
de una cantidad de antigeno muy pequedia, un total de 50 ug

puede sen suficilente.

3) Muchas diferentes clonas de Tipos de anticuenpos
contrha ta proteina deseada pueden sern encontradas y dini-

gidas contra difernentes deteaminantes anitigénicos.

4) Una vez que se encuentra una clona convendiente se
almacena en niinfgeno Liqudido, proporcionando una fuente
Lndefinida del anticuenpo obtenido, aqui £a fuente no

se teamina cuando el andimal muerne.

5y . Como el anticuenpo monoelonal es puro, todas FLas
Lnmunoglobulinas acopladas al adsonbente son especi-
ficas a La proftefna deseada, La capacddad del Lamunoad-

- sonbente es genenalmente al mencs 10 veces mayor.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES

La derivacidn de Las LLneas celulares capaces
de producisr perimanentemente anticuenpos especificos con-
trha un Lnmundgeno predefinide fue descrnito en 1975 (R&h-
Len y Mikstein, 1975). Este método se basd en La fu-
sL0n entre células de mieloma y células de bazo de ani-
malfes previamente Lnmundzados. Las células de bazo mue-
nen en un conrto tlempo, bajo condiciones ordinarnias de
cuftivo de ftejidos. Las c&lulas def mieloma estdn adap-
»tadaé a crecen penmanentemente en culiilvo. De aqul fue-
ron adsladas mutantes que careclan de enzimas como La
hipoxantina guanina nibosilitrans ferasa (azoguanidina-
neééétenie) 0 Ximidina cdnasa (bromodesoxiundidina-resis-
tente). Taﬁeé mutantes pueden crecer en medio conteniég
do aminoptenina y suplementado con hipoxantinﬁ y timiddi-
na (meddio HAT), por Lo que ellLas son Lncapaces de qtiﬂéﬁ
zan el medio sLLvestrne. HLbridos entrne tales células
y células de bazo pueden sern sefeccionados de Los compo
nentes panentales como simples células que se mulidipli

ean activamenite en un medio selfectlivo HAT.

Del crecimiento de Los hibridos, clonas Lndivd

duales pueden sen selecclonadas, que secrneten Los anZi-
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cuenpos deseados. Tales anticuenpos son ademds de ondi-
gen menoclonal. Las clonas seleccionadas, como L£Lfneas
cndinanias de mieloma, pueden sen mantenidas indefind-

damente. (Fig. 2)

La metodologia bdsica harééda usada para prepa-
rar anticuerpos contra una ghan variedad de antigenos.
Extos inc@uyeh anticuerposd a haptencs, veguedos produc~
tos natunrales con actividad biolégica, tales como neuro-
pépitidos y péptidos hormonales, enzimas Yy ofnas proted-

nas, polkisacarndidos, etce.

Los nesultados justifican La ifdea de que La pro-
ducedidn de cualguien aniicuerpo sintetizado por anima-
Les Ainmunizados, pueden sen. immontaldizados por métodos

de fusidn celulan.

La dendvacidin de £ineas permanentes de células
hibridas produciendo anticuenpos monocclonales, exhiben
clentas propledades deseadas. Las propiledades deseadas
incluyen no s6Lo el neconoeimiento de un antfgenc; otras
propiedades no menos criticas, son La §.ina especdificidad
del anticuenrpo, avidez y pardmetros cinéiicos imponrntan-

tes para nadiodlnmunoensayos, propLfedades citotdxdcas ne-
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Fig. 2 Método para la obtencifn de Anticuerpos Monoclonales.
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cesarndias para dindgin La Lisis dependiente de complemen-

to, ete.

Estas células hibridas pueden manipulanse median-
te Las técndicas aplicables a Los cultivos permanentes
de células animales. Cada célula hibrida puede clonan-
se, g cada clona produce grandes cantidades de anticuen-
po especiflco para un so0lo deteaminante antigénico. A
su vez Los clones pueden conservarse Lndefinddamente y
en cualquien momento pueden Tomanse muesitras de eflos
para hacen cultive o Lnyectarse en animales a fin de ob-
tenern anticuenpos monoclkonales a ghan escala. Los anti-
cuenpos altamente especificos producidos pon este méto-
de genenaf han hesultado sen henramientas de notable ver
satilidad en muchas dreas de La Lnvesitigacddn blolbgica

y La clindca médica.

APLICACION PE LOS ANTICUERP(QS MONOCLONALES

La técndica original desannollfada pon KSheen y Mils
tein en 1975, pana La bilosinitesis de anticuenrpos mongclo-
nates ha sldo grandemente extendida durante Los ULLimos

ailos y un enoxame ndmeno de antlcuerpos monoclonales muri-
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nos han sido preparados, Es ahora posible preparar anti-
cuenposd monoclonales Los cuales pueden estar dinlgLdos
a diferentes sitios antigénicos, uniéndose a elLlos con

diferentes constanites de unidn.

No es de asombranse gue ef uso de anticuenposd
monoclonafes se haya expandido rdpidamenie en diagnos.is

como en fa chromatogragifa de afinidad.

Lennen desecrnibid este notable hallazgo, que cade-
nas contas de aminodcidos sintetizados en el Laboratonrnio
puedan mimetizar un sL{tio sobre La supernf.icie de una pro
Zefna viral y pueda entonces Levantar anticuerpos de es-
pecificidad bnedeze&ménada que confiernen Linmunidad con-

tra el vdirud .

Puesto que péptidos de bajo peso moleculan sinté-
‘ticos o nativos pueden adoptar diferentes esiructuras copn
5oahacéona£eé en s0fucifn, es un Lanto sorprendenie en-
tender que tales pépitidos puedan Lnducir £a formacdién de
anticuenpos a segmentos de proteinas, Las cuales poseen
una clenta movilidad dentro de La estructura Xnidimen-

sLonal de La phrotefna.
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MATERIAL

Fuente def veneno

Se colectaron aproximadamente 10 000 alacranes vL-

vos, Centruroldes noxius, en La poblacidn de Pantanal,

Nayarit a 10 km. de £a ciudad de Tepic. Los cuales fue-

non deteaminados por el Progesor Julié.

Los alacranes fuenron anesfesifados con bidxido de
carbono y el veneno se Les extrajo por estimulacidin eléc

tnica del telson, colectdndose en cajas de Peitrd.
Se recupend ef veneno con agua bidestilada, se

centrifugé a 1§ 000 x g por 10 min y el sobrenadante se

Liofilizd y se congeld hasta su uso.

Fuente delf maternial

Las resinas caomoxégndﬁicaé provinienon de Pharma-
cla Fine Chemicals, Upsala, Suecia (Sephadex G-50 medio
y Sephadex G-10 {ino), de Whatman Inc., CLifton, New

Jensey {Carboximeztil-celulosa y Deitifaminovetif-~cefulosal,
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Afgi-get G-10 de Bio Rad Laboratoadies, Richmond, Cali-

fornia.

Ee Baomuro de CianGgeno fue de E. Merck, Danms-

tadt, ALemania.

EL Plasma equého‘antialqca&nygda'dénado pon el

Instituto Nacional de Higiene.

Los suencs anticlase de Lumunoglobulinas fuenon

de Laboratorniocs Melaqgy, U.S.A,.

Todos £Los demds neactivos utflizados fuenon de

grado analitico,

54



METODOS

1} PURIFICACION DE LA NTX
Métodos cromotoghaficosds

Paia 2as cnom&tognaﬁiaA de Filtrnacién en gel se
utilizaron dos Lipos de nesinas: Sephadex G-50 medio y
Sephadex G-10 {fine. Estas nesdinas se prepararon de acuen
do a Las insirucciones de Las companfas proveedoras .,

Los detalles cromotogrndficos se dan en La seccibn de

hesuliados .

Para La cromatografdia de Intercambio Ldnico se

utilizé una hesdina catidnica de Canrbocimetdll-celulosa.
Esta resdna se paeparnd de La sigufenle manenra:

1) Se pesaron 5 grs. de resdina y se puso a hidra
tan en 100 me. de una sofucién 1 M de NaOH [hidrdxido
de sodio) de 2 a 3 min., 2) se colocd La nesdna en un
§iltno Biichnen con papel Whatman #1; 3) se snemovid el
NaOH pon succdén; 4) s¢ Lavd La nesdna con 150 mé. de

agua bidesiilada; 5) se voluid a #esuspenden en 100 me,
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de una Acfuctén 1 M de HC] {dcido clorhfdrico) de 2 a

3 mén.; 6) pasado esie Limpo se vuefve a Lavar con agua
bidestitada; 7) La resdina se vierte en ef amontiguadon
de elucdibén y se Le nemueven Las parifculas §inas pon sue
cibn, Las condiciones chromaifogrdficas se especifican

en La aeccddn de nesultados.
Electhofonrnesds:

Para verifican La homogenedidad de Las fracciones
purifilcadas se montdé una electrogoresis en geles cilln-
drnicos de acrnilamida en el sistema B alanina-unea

(Reisfietd y col,, 19612).
Cuantififcacidin de Protelna:

Para phopésitos cromatogrdficos La concentracidn
de protefna se midil especitrofotoméinicamente, es decdn,
que La concentracdLdn de protefna se midid en base a La
absornbencia a 280 nm. Por andkfisis de aminodedldos de £La
NTX pura se deteaminéd el coeficiente de abosrbencia de La
NTX a 280 nm. De esta forma, 1.14 unidades de absosben-
cla a 280 nm. es una cubeta de cuarzo de 1 em. de cami-

no dptice es Lgual a 1 mg/me de NTX.
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Andlisis de Aminodeldos:

La composicidn de aminodcidos de Las protelfnas

purificadas en este trabajo, fue deteaminada en La Uni-

dad de Andlisis de Aminodcidos y Estructunrna de Protel-

nas del Instituto de Investigaciones Biomédicas de La
UNAM.

La composdicidn de aminodcidos se deteamind en un
analizadorn automdtico Durrum-0500 en donde Las mﬁeéi&aé
son sometidas a una hidndlisds dedda con HCT1 (dedldo
clonhidnico) pon 24 6 48 honras, sigulfendo el método de
Stanfgord Moonrne (Moone, 1963).

2] PURTFICACION DE ANTTICUERPOS ANTI-NTX

2.1 Pundifpdicacidn de antlcuenpos policlonales antl-NTX:

La punificacddin de estos antlcuerpos se LLevd a
cabe por medio de una cromatogradgfa de aginidad. La
cual se sdintetizé acoplando NTX a Sepharosa 4B por el mé

todo de bromuno de cianégeno {(Porath, 1968},

La técnica que se¢ utilizd ewn este trabafo consdis-
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te en Lo sdguiente: 1) se diluyen 30 mE de Sepharosa

4B en Lgual volumen de agua destilada; 2) se agregan
2.3 gns, de bromuro de clanbgenc agitando y manteniendo
el pH cercano a 11 con NaOH 4 N 3 3} una vez estable el
pH se Lava La rneslna pon fLLtracdén en un embudo MillLipo-
ne népidamente, con un amortfdguadon de bLcanbonato de
sodiéo 0.1 M pH 9.0; 4) a La nresina todavia hidmeda se Le
aghega La proitefna {NTX 400 ug) La cual se encuenitra nre-
suspendida en el amortiguador de Lavado; esto se deja -
agitando Lentamente por 4 horas a tempeiratfura amblente y
despuls toda £a noche a 4°C; 5) se toma una allcuota del
‘Aobnenaaante para detemminan La cantidad de protefna aco
plada a La resina; 6) se monta La columna y se Lava con
una Aoﬂﬁcidu 1 M de NaCl; 7) despuls se equilibnra con
Los amontiguadores de coarndda. La resdina se puede alma-

cenan a 4°C con azida de sodic al 0.02%,

Punificacién de antdlcuenrpos antil~NTX def PLasma
equine antialacndn.

Los anticuenpos o inmunoglobulinas se purificaron
def plasma de caballos inmunizados con Zoxinas de ala-
crndn. Este plasma se cehtniéugd a 5 000 npm pon 15 min.

panra separan La fLibhina.
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Se hicienon alicuotas de 50 m£ y se congelaron para su

uso posdtendfon,

Una alfcuota de 50 mR de plasma se diluyé en
Lgual volumen de amontiguador de Trnis-~HCT 0,7 M pH 7.95
para fener una concentracidn f4inal de 50 mM del mismo
amontiguadoi. Se aplicd a La columna de afinidad Sepha-
rnosa 4B-NTX y se Lavd con el amortdguadon de corndlda
Tris~HCT 50mM pH 7.95. Para eluisr a Las Lnmunoglobuli-
nas se aplied deido acétido 0.1 M. Con La finalidad de
neutnalizan el deldo acético se afiadleron previamenie
200 utl de Tris~HCT 1 M pH 7.95 a cada tubo de ensayo,
en £Los cua£e$ .se ibar a colectar Ras anungglobuk&naé

elutdas de La columna,
Cuantificacibn de Inmunoglobulinas purdificadas:

Se deteaménd La concentracidn de Lnmunoglobuld-

‘nasd por medio de su densidad Eptica a 280 nm asumdiendo
que 1 A.;;?jggﬁ— = 1,4 mg/nk,

ELecthofores Ls:

Para verdificar £a homogeneidad de Las Lnmunoglo-
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bulinas purificadas, se montsd una electrogoresis en gel
de poliacrilamida af 12.5% en SDS y en condicianes nre-

ductoras {Laemmli, 1970}).
Ensayo Inmunoenzdmdtico:

Las inmunoglobulinas se tituzaﬁon por el método

de ELISA [ver esquema de La fig. 3).
EL método consiste en:

1) Se utilizan placas de polivinilo de 96 pozos.
Se incuban 100 x L/pozo de La fraccdidn 1I1.11 a una con-
centracdén de 0.3 ¥g/mé en un amortiguadon de bicarbona-

fo de sodioc 20 mM pH 9,2, toda La noche a 4° C.

2} Se qudita La {fraccién 11.11 y se agregan

150 y £/pozo de una solucidn de albdmina bovina af 1% en

PBS y se deja de 3 a 4 horas a Xemperafutra ambiente.

3) Se ftava fLa .placa cdinco veced, con una sclucidn

de PBS, Tween 20 0.05%.

4) Se colocan Las Lnmunoglobulinas a difernentces
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1.- Antigeno adsorbido a la fase sélida

2.- Proteina adsorbida a los sitios no

m % I I ocupados por el antigeno

3.~ Uni6n del anticuerpo presente en la

n
I [ % ! muestra con el antigeno.

.
‘ﬁ‘ 4.- Adicitn de un segundo anticuerpo
_D_%_D-‘ acoplado con una enzima.
oo O
Ege 2 o

mcf oo - 5.- Adici6n del substrato.

Fig. 3 Fundamentc del método de ELISA para la detecciSn de anticuerpos.
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concentraciones (10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01 4g/mt.)

en PBS, Tween 20 0.05%, 3% de afbdmina bovina, Esto se

deja toda La noche a 4° C.

5) Se Lava La placa cinco veces con La solucidn

antes menclonada.

6) Se agnrega el segundo anticueapo, en este caso

se utilizd Protefna A de Staphylococus aureus acoplada

a Pernoxddasa, en una dilucddén de 1:10, en una sofucdidn
de PBS, Tween 20 0.05%, 3% de albdmina bovina y se deja

de 3 a 4 horas a temperatunra ambiente en La obscundidad.

7} Se RLava La placa cinco veces.

8) Se nrevela La placa con una so0lucibn de Qrto-
gfenil endlamina (0.4 mg/m&) mds una solucidn de Hidrnope

noxil de urnea (0.2 mg/me) y se defa pon 10 min. en La

obscuridad.

9} Se pana La neaccdidn con HC1 6 N.

10} Se Lee Pa placa en un Lecton de ELISA a 490

nm.
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MEtodo de InmunodLjusidn Dobte de Quchternlfony

Se monti La Zécnica de tnmuhbdi5u¢x6n‘paaa proban

Las inmunoglobulinas purificadas: ra .veneno total,

§raceidn 11 y graccidn T1.171.

Ademds tambiénfpdaq—ﬂﬁf' éﬁﬁﬁéo_{a determina-

cidn de clase de Los antiéugapoﬁ1manoc£0na£eé.

EL método conéi&féfen!,

1) Preparacdién de Las Ldminas para LnmunodL {usidn.-

Las Ldminas 4se phreparan por medio de dos solucdones:

Solucifn A: &sta conslste en disolven
0.2 gns. de agar (Noble de DIFCO) en 50 ml. de agua des~
tilada en ebullicidfn a esta s0lucién se fe agregan 75 £ de

glicerol.

Solucidn B: ase disuelven 1 gn. de NaCeg,
1 gn. de agar y 3 gns. de Polietitenglicof (PM 6000) en
98 mE. de agua desitilada en ebullicidn, despuds se Le
disminuye La tLemperatunra a 45°C y se agrega azida de

s40dio 0.1% concentracddn fLnal.
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A pontaobjetos  LimpLos se Les pone sclucidn A
para forman una capa muy defgada, se deja solidifican.
Desputs se Le agrega a estoa miémoélpomtaabjetoé s0lu-
celén B a fommar una capa de + 2 mm. de espeson se de-

ja solidificar y se conservan a 4°C en aimdsfera hdme-

da.

Para tefin Las Ldminas de Lnmunodifusidn, se co-
Locan en PBs pH 7.8 pon 24 horas despué€s se dsacan Y se
Les coloca papel fLiltno sobre el agan y se ponen a se-
carn en una estufa a 37°C, postendonmente se enjuagan
con agua destilada y se colocan en el colorante por 2

horas (Amido Bfack). Se decolonran con dcido acéitico

al 2% el tiempo necesario.

2.2 Pundificacidén de Anticuerpos Monoclonales anti-NTX:

La obtencidn de estos anticuenpos se £Levé a ca-
bo en colaboracidn con ef Dr. Pascal Henién del Depan-

tamento de TInmunoclogfa def Instituto de Investigaciones

Biomédicas U.N.A.M.

Se obtuvieron seis clonas a £as que se Les dio

ef nombne de BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16, BNTX 1§
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y BNTX 21.

Una vez probados Los sobrenadantes de cultivo de
Los hibridomas y expandidas Las clonas, se prepanaron
sels poblaciones de natones de La cepa Balb/c de 30 grs.

de peso y de ocho semanas de nacidos aproximadamente,

Se lLes inyeetb Lntrapenitoneal 2004dde Pristdn un
mes antes de inccularfes = 10° célubas de cada una de
Las clLonas obtendidas; esto se hizo pana Ra produccdibn
de un LLquido de Asclfitis. Cuando Los natones presenta-
non sfntomas de Lumor, se cosechd el Liquido ascitico
por. puncién en ef abdaomen, necolectdndolLo en un tubo de

ensayo y dejdndolo una hora a temperatunra ambiente para

que se formara el codgulo de fibrina.

Después de transcurrnido este tlempo Los tubos se
centnifugaron a 830 x g. porn 10 mién. y se guarndaron Los
sobnrenadantes a -20°C, Se nepltdd Ra operacibén cada

tencen diéa hasta La muente delf animak.

Electnoforesis:

Se montéd una elecitnrnoforesdls en gekl de poliacndilar .-

mida en Tris-glicdina pH 8.9 sin gef concentrador, con La
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g§inalidad de poden defectan Los anticuenpos monoclona-
Les de Las muestras de thuédo de ascltis y poden compa-

rnankos de acuendo a su concentracdidn.

Purdidicacién de anticuenpos monoclonales a partin

de Ligquido de ascliis.

1) EL RZquido de ascltis se ulitracentrifugé a
50 000 x g. dunrante 30 min. Esite paso se egectud paira

La eliminacién de Los Lipidos presentes en el LLquido

ascltico.

2} La muesira una vez Libre de Lipidos se diluyd
cuatro veces con PBS. fnfo. Todo el proceso de purnifica-

cibfn se LLeva a cabo a 4°C.
3) A esta solucidn se Le agrnegd un volumen Lguak
de una so0lucién de sulfato de amonio saturada y se dejfd

con agitacidn constante pon 1 hoxa.

4) La muestra se centnifugé a 5 000 x g. por 10

min,

5} Se deshechd el sobrepadante y el precipitado

se nesduspendid en un volumen de 10 ml. de un amortigua-
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don de Trnis-HC1 20 mM pH 7,8 con 20 mM de NaCl. Se e
hicienon dos cambilos de amortiguadon el primeno de cua-

trno honas y el segundo de toda £La noche.

7) La muestna de La didlisis se centrlfugd a

15 000 x g. pon 10 min.

8§) Se tomé el sobrenadante y se Leyd su densidad

fptica para detemminan La concentraciin de proielna.
CromaZogragfa de Intercambio Iénico en DEAE-celulosa:

Para esta cromatrogragia se utilizé una nesina

anibfnica de DLetLZaanoéti£~ca£u£05a. Esta nesina se

preparté de Lgual manerna que La de caboximetilL-celulosa,
con La dnica differencia de que primero se pone en HCI 1
M y despuls en el NﬁOH 1T M. Las condicdoines chrcmatogrd

ficas de especificanen La seccidn de resultados.

ELectho fonesds:

Se montd una electroforesis en gel de poliacrila-
mdda en Tris-glicina pH &§.9, panra verdfican La pureza de

Los anticuenpos monoclonales obitenidos.
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Todo el procedimiento se LLevd a cabo en Las mis-
mas condiciones panra Las seis clonas de anticuerpos mong

clonales.
Determinacidin de ClLase.

Por medio de La té€cnica de inmunodigusidn se de-

tenmind La clase de Los anticuenrpos moncclonales.

Se utilizaron suenos antlclase: anti-I1gG,
anti-1gGy, anti-I1gG,y, anti-1gGzq, anti-I1gGzp, aniti-IgA

y anti-IgM,

Estos suercs se diluyenon en un volumen equivalen
te de sueno de caballo-fetal bovino (75:25). Se dejfa-
ron a Zemperatura ambiente por 3 horas, se centrlfuganron

15 mén . a 830 x g y se guandaron Los sobrenadantes,

Pa&aitteuan a cabo La LnmunodifusdLén se usd me-
dio de cultivo con aniicuerpos concegnitrados. Esto se
consigue Riofilizando 1 me. de muestra y nresuspendiendo
en 140 up4L de agua destifada, Se coloecaron 10 ul de ca
da una de 2as muesiras en Los pozos de Las placas de Ln-
munodikuai&n contra 10 ulf de cada uno de Los suentos

anticlase.
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3} INMUNOADSORBENTES

3.1 Inmunocadsonrbente con Ab. policlonal: Sepharosa

4B-1g.

Las {nmunoglobulinas punrificadas por medfo de £a
columna de afinidad Sepharosa 4B-NTX, dueron acopladas
a Sepharosa 4B pon el método de baomuno de ciandgeno
{descaito anterndlormente). Se acoplaron 16.8 mg. de

Lnmunoglobulinas.
3.1.1 Purdiffcacién de La NTX a paritin de Fraccién IT.

Se aplicaron 30 mg, de fraccibén 11 del veneno

de Centrurodides noxius a £a columna de afinidad Sepha-

nosa 4B~Ia y se Lavd con un amoaiiguadon de Trdls-HCI

50 mM ptt 7.3.

Para eludln La protefna se aplicd un amontiguadon
de glicina-HC1 50 mM pH 2.9, para neutralizar el pH
del amontiguador de elucién se aiiadieron previamente
200ydde Tnis-HCI 1 M pH 7.3 a cada tubc de ensayc en
L0os cuales se iban a colectar La NTX eluida de La co-

Lumna.
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EL pAco elufdo de esta cromatografia, se Liofi-
£izd y se nesuspendid en 1 ml. de agua Ztetrnadestilada y
se aplicé a una columna de Sepahdex G-10 de dimensiones

0.9 x 65 ems. con Ra finalidad de eliminar La glicina de

La muestnra,

Del tubo que contenlfa al pico de protefna, se
conndd una electrofponesis en geles de acailamida en ace

tato-urea, panra venificarn su homogenedfdad,

Del mismo Zubo se probd Zoxicidad en ratones de
La cepa CD1 de 20 grs. de peso. Se inyectanon 200 u £

aproximadamente 38.2 ug de protelna.

De£ mismo tubo #e tomaron 12.4 ug de protedlna

para un andbisis de aminodcddds.

3.2 Inmuncadsonbente con Ab. monoclonal: Affi-gel-Ab.

monoeclonal BNTX 4

De Los anticuenpos monoclonales purnificados como
ya se descnibid antenionmente, se Lomanron 27.4 ug. de
anticuenpo monoclonal puro de £a clona BNTX ¢ y se aco-

pLaron a 5 mL. de Affi-gel G-10,
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EL mé&todo se descrnibe a coniinuacidn:

1) Se toma el volumen deseado de Affi-gel G-10
{5 m.) y se coloca en un {§LLtrno Biichner, se Lava con
tres voldmenes de resina, primenrnc con Lsopropanvd y des

pués con agua destilada §frla.

2) La resdina fLiltrada hidmeda se Lrnansfiere al
vial donde se encuentra el antdlcuenpo moncclonal dilud-

do en un amortiguadon de blcarnbonato de sodio 0.1 M
pPH §.0.

3) Esto se defa agltando por 1 hora a T.A, ¢ 4
honras a 4°C.

4) Después se Le aghega 1 mk, de una solucidn de

glicina-mida-HCI 1 M pH §.0 y se defa foda La noche.

5) Se monta La columna y se Lava con una s0Lu~
cién de NaCZ 1 M (unoc o dos voldmenes de columna), des-

puts se equilibra con Los amorntiguadores de corndda.
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3.2.2 Punificacién de £a NTX a partin de veneno total,

Se aplicarnon 60 mg. de veneno toital de Cenzthu-

roides noxius a La columna de adinidad Affi-gel-ab.

monocfonal BNTX 4; se Lavd con un amortiguadorn de Trls-
HC1 50 mM pH 7.8 y se eluyé La protefna con deldo acéll
co 0.1 M; se neutralizanon Los tubos con Tals-HCI 1 M

pH 7.8.

Se conrib uhd'éigdxiaﬁpﬁebgé en gef de acrhilami-
da en acetato-urea, del tubo que contenta el pico de £0s

eluidos.

De este mismo Zubo se. probd toxicidad inyectando

a un ratén con 300 wi.

Recrnomatogragfa en una columna de Intercambio 1dni-

co en CM-celulosa.

EL pleo eludido aon dcéda acltico 0.7 M,‘Ae necno -
mathognaf£é en una columna de carboximetil-celufosa de
déimensiones 0.9 x 27 em., en un amortiguador de fosfatos
de scdioc 50 mM pH 6.0 y con un gradiente de 0 a 0.5 M de
NaCZt.
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De esta recromatorgragdia se tomaron muestras de
Los picos principales del cromatoghama, para una electno

foresis en geles de acrilamida en acetato-urea.

De esitos mismos picos 4e probs toxfcidad y se

separaron muesirasd para andlisis de aminodcidos.
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RESULTADOS

PURTIFICACION DE LA NTX

S{ bien que La estrategdla ordiginal para La puni-
fLeacién de La NTX ya habfa s4ido publicada antericrmen-
te {(Possand y cokl., 1981a), para La nealizacidn de esta
teais se neplitid el procedimiento obtendiéndose Los s4L-

gulentes nesulitados conflrnmatornios.

Del venenro so0luble cromatogragiado en Sephadex
G-50 se obtuvdieron Zares {fraccLones, de Las cuales La
fracceion 11 es toxdica. Esta fraccidn al sen cromato-
grafiada en una columna de Lntercambio Ldénico de CM-celu
Losa, se sepané en 14 subfracciones de Las cuales La

fraccién II1.11 es La que nod Lnteresa (Fig. 4a y b}.

AL nechomatografiarn La gracceibén 11.171 en CM-celu
Losa se obtuvo a La NTX [noxdustoxina), La cual modtrd

una sola banda en gelfes de acrifamida en acetate-urea.
Esta toxina migha con el colorante Lndicadon de

La mobifidad electrofonética. EL andlisdis de aminodedl-

dos conrnoborld La composdice.ibn de esta toxdina. Los rendd-~
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Fig.4.- PengLl Cromatogrdfico de veneno del alacradn Centruroides
noxiud. a) Columna de Sephadex G-50 (2.9 x 170 cm) a Za cuak se

Te aplicd 500 mg de veneno soluble. La columna fué€ eluida con amor-
tiguador de acetato de amondo 20 mM pH 4.7 a un ftujo de 50 m&/hn
(tubos de 10 mt}. Tres fracciones (1,I1 y I11) correspondientes a
17%,63% y 20% respectivamente fueron colectadas. BSA y Nns corres-
ponden a fa posicidn de efucién de marcadores de pesocs molecufancs,
albdmina bovina (66 200) y alfa toxina de Naja naja siamensis (8000}
b} La fraccifn Tiidica gue recromatografiada en una columna de Can-
boximetilcelulosa (0.9 x 27cm). Se apficé 95 mg de graccibn I1 en
el mismo amortiguadon de {a), y La elucidn se hizo con un gradiente
Lineat de NaCt de 0 a 0.5 M. Fraccdiones de 2.4 m& guenon colectadas
a un fujo de 30 m&/hn. Se obtuvieron 14 {racciones, de Las cuales
de £a 9 a £a 14 son téxicas a mamifderos y La é es tbéxica a crusid-
ceos. ¢) La gracedbn I11.11 fue necromatogragifada en una cofumna de
carnboximetilcelulosa (0.9 x 27 cm). Se aplied 14.2 mg de ta §ra-
cedbn 11.11 en un amoaidiguadon de fosfatos de sodio 50 mM pH 6.0

La elucién se hizo de 0 a 0.38 M. L= cargado def material, G=

inicio del gradienze, W= Lavado con 1 M de NaCf.
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mienitos de Las cromatogradias de La figura 4, fueron Les
espenados (Possand y col., 1981a) esto es, cenca del 1%

delf veneno total connesponde a La NTX.

Una vez obtenida £La NTX pura se diseriaron dos £.L-
neas de expexndmentacidn, La primera condlstisd en La Ain-~
tesis de una columna de afinddad para La punificacdidn de
antlcueapos policlonales anti-NTX y La oitra un esquema
de <inmundizacddin de ratones para £a obtencidn de anticuen

pos monoclonales.

Con Los anticuenpos anti-NTX obtenidos de Los dos
procedimientos antendiores se planted La posibilidad de La
sintesdis de inmuncadsornbentes para La purificacidn direc
Za de La NTX a partin de fraccdibén 11 -y veneno total.

A continuacién se describen Los resultados alecan-
zados hasta el momento.

PURTIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-NTX

a) Purificacidin de Ab. policlonales anti-NTX.

Con La cofumna de afindidad Sepharosa 4B-NTX sinte
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tlzada como se menciond en materfafes y métodos se nea-

Lilzaron Los slgudentes experimentos:

1) Se pundflcaron en tres corrndidas un Zoxtal de
26.8 mg. de Lnmunoglobulinas del plasma de caballo poli

valente (Fig. 5).

2] Se verdlfdled su cornrndimiento electroforético en
un gel de poliacrilfamida al 12.5% en SDS y en condicio-~

nes reductonas (Fig. 6).

3) Estos anitilcuenpos se ftLtularon por el método
de ELISA dando positive a partin de 0.1 ug/m€ a 10 y4g/me
(Fig. 7).

4) También se probaron por Linmunodifusdién. Sin
embango en Las-condiciones expenimentales nc se obsen-
varon anticuenpos preclpltantes (Fig. &).

b) Punrnificacidn de Ab. monoeclonales anti-NTX
Como se mencioné en materniales y métodos obtuvi-

mos en colaboracidn con el Di. Pascal Heridn sedls clonas

de hibridomas positivos en contra de La NTX.
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Fig. 5.~ Purificacién de Ig de caballo anti-NTX, por cromatografia
de afinidad Sepharosa 4B-NTX. En una columna de dimensiones 2.0 x
9 cm. Se aplicaron 50 ml de Plasma antialacrén (S.S.A.). Se lavé 1la
columna con Tris-HC1 50 mM pH 7.95 a un flujo de 30 ml/hr. Se eluyd
con &dcido acético 0.1 M. Las fracciones eluidas se neutralizaron con
Tris-lIC1 1 M pH 7.%5. Las inmunoglobulinas obtenidas con &cido acé-
tico 0.1 M corresponde a cerca de 0.17% de 1la proteina en el plasma

antialacrin. C= aplicacifén de la muestra, L= lavado, A= elucién con
dcido acético.
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Fig. 6.- ‘Electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5%) en SDS y en presencia
de mercaptoetanol (Laemnli, 1970). Carril 1.- Inmmoglobulinas de caballo(SIG-
MA) 10y g, Carril 2.- Immmoglobulinas purificadas con Seph.4B-NTX (26.64g),
Carril3.- Immmoglobulinas purificadas con Seph.4B-NTX (13.3yg), Carril 4.-
Irmunoglobulinas de caballo (SIGMA) 104g. La proteina migré hacia el polo po-
sitivo. A= punto de aplicacifn, C= gel de corrimiento, C.I.=colorante indicador.
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diluciones (1/%102)
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Fig. 7.- Titulacif6n de Ig anti-NTX por el método de ELISA.

Se utilizaron concentraciones de Ig (e ) 10,3,1,0.3,0.1,0.03,
0.01.y 0 ng/ml. Como ‘antigeno se uso fraccién II.11 a una
concentracién de 0.3 4g/ml.. Como segundo anticuerpo se uti-
1iz6 Proteina A-Peroxidasa en una dilucién 1:10. Control ne-
gativo suero normal de caballo (B ) y control positivo Plasma
equino antialacrdn (A ) en diluciones de 1/160, 1/300, 1/1000,
1/2000, 1/10 000, 1/30 000, 1/100 000 y O.
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Fig., 8,- Immmodifusidn de las Inmunoglobulinas obtenidas por immunoadsorcitn
con Seph.4B-NTX, en contra de Veneno Total, Fracci6n II y Fraccifn II.11.
a) Pozos 1 y 2 PBS, 3,4,5 y 6 Plasma antialacrin, Pozo central Fraccifn-IIX. .
b) Pozos 1 y 6 PBS, 3,4 y 5 plasma antialacrén Veneno total. c) y d) Pozos
1,2 y 3 Inmunoglobulinas purificadas con Seph 4B-NTX, diluciones 1, .1:3, 1:10
v respectivamente, Pozos 4 y 5 Plasma antialacrin, Pozo 6 PBS y Pozo central
- Fraccidn II.1T1.
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Todos Los resultados que se deseriben a conti-
nuacddn fueren obtendidos dentrno del manco de La presen-

te tesds.

Con Las células hibridas expandidas en culitivo de
tejido {nyectamos a una poblacién LAmpontanite de natones
para La obtencidn de Liquido de ascilitis. EL Liquido de

ascitis se obtuve en natones de La cepa Balb/c.

Se cosecharon cantidades varilables de Liquido de

asecftis |(Tabla 111).

De cada clona se corndienon electrnoforesdis en geld
de poliacrilamida en Tris-glicina pH §.9 para verifLcar
La presencda de Linmunoglobulinas (Fig.‘Qa ~ h). Los
anticuenpos monoclonales mighraron en La zona connespon-
diente a Las Lnmunoglobulinas de ratin {ver Lndicacidn

en La §4ig. 9a, como ejemplo].

Los Liguidos de ascitis provendentes de diLstinztos
raztones que poselan Lnmunoglobulinas monoclonates en
concentractién adecuada y que pentenecian a La misma clo-~

na, se mezclaron.

Cada una de estas clonas se trhaild por separado,



como se menciond en materndfalfes y métodos. La figura
10 a~c nepresenta el penfil cromatogrdfico de cada una
de Las dels clonas cuando se aplicaron a una columna de

DEAE-celulosa.

Como Ae obsenva en La figura 10 a-c el comporta-
miento del Liquido de ascliis de mosiné un poco- difenen
te segin La clona tratada, pero de forma general se pudo
sdeparar Ra fraccddn connespondiente a Las Lnmunoglobuld-

nas .

Esto se comprobd ponr electrnofornesss en gel de po-

Liacnilamida [Fig. 11}.

AL conrnen Los geles en Tals-glicina pH §.9 se com-
prnobé La pureza de Los anticuerpos monoclonales, ademds
‘vde que se pudo observan su comportamiento elecitroforéti-

co.

La movi£idad electrofornética de Las clonas BNTX 4,
BNTX 12 y BNTX 16, en Loé canrdilfes 7, 8 y 10 respectiva-
mente, son muy simifares, mientras que Las clonas BNTX 14
BNTX 18 y BNTX 21 so0n Zodas diferentes entrne s£ l(carni-

Les 9, 11 y 12) y disZintas de Las tres anfeniones (ven
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Fig. 11}).

Con nespecto a La detenminacidn de clase, como 4e
menciond en mateniales y métodos se LLevé a cabo porn in
munodLfusidn con suernos anti-clase I1gG, IgG7 1gG

Ig6G

2’ IgGZa’
7B’ IgM.e IgA de natén y con sobrenadante de culitivo
concentrade de cada una de Las seis clonas de anticuen-

pos monoclonales obtenidas.

Como se puede ven en La §4g. 12a todas Las clonas
‘neconocen al sueno anti-I1gG  {pozos 1,2,3,4,7 y §) poxr
Lo que se Ainffere que Zodas Ras clonas de anticuenpos

monoclonales pentenecen a £a clase Ig6G.

Las clonas BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14 y BNTX 16 pre
sentanon banda de precipitacdién con el sueno anti-clase
1361 por e gue etfos anficuenpos monpoclonales son de
La clase I1gG y de La subclase IgG] (Fig. 12a, pozos

1,2,3,4,7 4y &, y 4Lg. 12b, pozos 1,2, 3 y 4}).

Con nespecto a La clona BNTX 18 no se Lo pudo de-
teaminan La subclase a La que pentenecfa pueds presentsd
banda de precipitacidn con Todos L£os suencs anfi-subcla

se; 1961, I1gG,, TgGZa e IgGZb (Fig. 12 b,e,d y e; pozo 7),
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ademds de que esta clona presenté reacceidn cruzada con

el sueno normal de caballo (controf negativo) y con La

clona BNTX 21. Sin embargo en oifrno expenimento (datos

no presentados), se pudo determinan su subclase (IgGZ).

En este ofno expenimento Lo que se hizo fue ponen
a La clona BNTX 18 a neutralizanrnse con sueho normal de
caballo, para poden eliminan Las bandas de precipitacidn
que se presentaban en La Lnmunodifusidn cuando se ponfa
clona BNTX 18 y suero de caballo (Fig. 12 a-g; pozo 7},
en este expendimento al hacen La anunbdiﬂuééén desputs
de La neuthalizacibn 8L se pudo observar mds claramente

La banda de precipitacddn con ef sueno anti-clase 136G,.

A La clona BNTX 21 s& se Le pudo determinan La
subclase a La que penteneckta pues presentd banda de pre-
cipltaaién con el sueno anii-ctase 186G, {Fdig. 12d; peze
8}.
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ademds de que esta clona presentd rneaccdldn cruzada con
el suero normal de caballo (contrnol negativo) y con La
clona BNTX 21. Sin embanrge en oiro expenimento (datos

ne presentados), se pudo defenminar su subclase (186,}.

En este otrho expenimento Lo que se hizo fue ponen
a La clona BNTX 18 a neutralizanse con suero noimal de
caballo, para podern eliminan RLas bandas de precipitacdildn
que s¢ presentaban en £a Lnmunodifusién cuande sc penia
clona BNTX 1§ y suerno de cabatfo (Fig. 12 a-g; pozo 7),
en esfe expenimento af hacen La inmunodifusidn despubs
de La neuthalizacddn 8L se pudo obsenvar mds claramente

Za banda de precipiiacdén con ef suero anti-clase 1gG,.

A Za clona BNTX 21 3% se Le pudo determinar Ra
subclase a La que pentenecla pues presentd banda de pre-
cipitaaidn con el suerv anidl-clase 13G,, (Fig. 12d; pozo

&).
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Tabla I11

Produccifén de Liquido de Ascitis

CLONA NUMERO DE RATONES VOLUMEN OBTENIDO
BNTX 4 16 70 ml’

BNTX 12 4 S 26°ml

BNTX 14 8 44 -m1

BNTX 16 5 'fféfsiml

BNTX 18 8 1304 ml

BNTX 21 8 45 m1
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~-Figs 9a.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liguidos de ascitis
obtenidos de ratfn por puncifn abdominal. Todos los carriles corresponden a la
clona BNIX 4, cada carril corresponde a 1fquido de ascitis obtenido de un ratén.
La.cantidad de muestra aplicada en cada carril cs de 144 1 de muestra conteniendo -
aproximadamente de 50-100 4g de proteina. A= punto de aplicacifn; C.I.= colorante

indicador; Ig= representa la posicidn aproximada de la mgrac:.én de las immmoglo-
bul:mas obtenidas de liquido de ascitis.
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Fig. 9b.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquidos de ascitis
ocbtenidos de ratdn por puncifn abdominal. Demis observaciones como en la fig. %a.
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Fig. 9c¢c.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquidos de ascitis
obtenidos de ratbn por puncifn abdominal. Todos los carriles corresponden a la
clona BNTX 14, Demis observaciones camo en la fig. 9a.
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Fig. 9d.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquido de ascitis
obtenidos de ratSn por puncién abdominal. Demis observaciones como en la fig. 9c.
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Fig. 9e.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquidos de ascitis

obtenidos de rat6n por puncifn abdominal. Todos los carriles corresponden a la
clona BNTX 21. Demfis observaciones como en la fig. 9a.
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Fig. 9f.- Elcctroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquidos de ascitis
obtenidos de ratbn por puncidn abdominal. Carriles 1 a 8 corfesponden a la clona
BNTX 12, Carriles 9 a 19 clona BNTX 16, Carril 20 clona 18. Demis observaciones

" conio en la fig. 9a.
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Fig. 9g.- Electroforesis en gel de Tris-glicina ptl 8.9 de los liquidos de ascitis
obtenidos de ratdn por punci6én abdominal. Carriles 1 a 11 clona BNTX 16, Carriles

12 a 19 BNTX 12, Carril 20 clona BNTX 18. Demis chservaciones como en la fig. 9a.
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Fig. 9g.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pii 8.9 de los liquidos de ascitis
obtenidos de ratdn por puncifn abdominal. Carriles 1 a 11 clona BNTX 16, Carriles
12 a 19 BNTX 12, Carril 26 clona BNIX 18. Demfis ohservaciones como en la fig. %a.
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Fig. 9h.- Electroforesis en gel de Tris-glicina pH 8.9 de los liquidos de ascitis
obtenidos de ratdn por punci@n abdominal. Todos los carriles pertenecen a la
¢lona BNTX 18. Demfs observaciones como en la fig. 9a.
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Fig. 10a.- Purf%f%acidn de los anticuerpos monoclonales por cromatografia de intercambio id6nico

(DEAE-celulosa). En una columna de dimensiones 1.5 x 20 cm. La columna fue equilibrada con Tris-
HC1 20 mM pH 7.8 y se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de 20 a 400 mM. A un flujo de 25ml/hr
colectandose fracciones de 3 ml/tubo. C=aplicacién de la muestra y G= gradiente.

A) Se aplicaron 100 mg de liquido de ascitis de la clona BNTX 4

B) Se aplicaron 52 mg de liquido de ascitis de la clona BNTX 12
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Fig. 10b.- Purificacién de los anticuerpos monoclonales por cromatografia en DEAE-celulosa.

Mismas observaciones que la fig. 10a.
C) Se aplicaron 80 mg de liquido de ascitis de la clona BNTX 14.
D) Se aplicaron 65 mg de liquido de ascitis de la clona BNTX 16
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Fig. 10c.- Purificacidén de los anticuerpos monoclonales por cromatografia en DEAE-celulosa.

Mismas observaciones que en la fig. 10a. -
E) Se aplicaron 68 mg de liquido de ascitis de la clona BNTIX 18
F) Se aplicaron 80 mg de liquido de ascitis de la clona BNTX 21
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Fig. 11.- Electnofonresis de tos anticuenpos monoclonales purifi-
cados. Se cornio en un gel de poliacrilamida (7.5%) en Tris-gli-
cina pH §.9. Carrdiles 1,2,3,4,5 ¢ 6 cearciponden a Liqudido de as-
ciilds precipitado con sulfato de amonio, de Clas clonas BNTX 4,
BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16, BNTX 18§ y BNTX 21 aespectivamente.

Los carniles 7,8,9,10,11 y 12 conresponden a Los anticuerpos mo-
. noclonales punificados de Las mismas clonas antes anumeradas.

Se aplicl cerca de 10 49 de proteina en cada caanil. A= punio
de aplicacddn, C.1.= colorante Lindicadon.
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Fig. 12.- Determinacién de Clase de los anticuerpos monoclonales
por inmunodifusién. 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 ratém (control positivo); Pozos

6 y 12) suero normal de caballo {(control negativo)

b) Ambos pozos centrales contienen suero anti-IgG;; demds obscrva-
ciones como en (a). c) Ambos pozos centrales contlennn suero anti-
IgGZ, demfds observaciones como en (a)
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Fig. 12.- Determinacidn de Clase de los anticuerpos monoclonales,
por inmunodifusién. d) Ambos pozos centrales contienen suero anti-

IgG,_; demds observaciones como en (a), e) Ambos pozos centrales
con%?enen suero anti-I1gG.,, ; demds observaciones como en (a), f)
Ambos pozos centrales coggienen suero anti- IgA; demds observacio-
nes como en (a), g) Ambos pozos centrales contienen suero anti-IgM;

demds observaciones como en (a).
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TNMUNOADSORBENTES
al Tanmuncadsonbente con Ab. policlonal: Sephanosa 4B-Ig.

Con Las Lnmunoglobulinas policlonales purlficadas
a partin de sueno de cabalfo se sdintetfdizd un Lnmunoadson
bente que sLnvid de sopoate para La purndificacidn de La

NTX.

La. fraccidn 11 (Fig. 4a) aplicada a La columna
de afindidad se¢ eluyd con el amoatiguador glicina-HCI
50mM pH 2.9 (Fig. 13). En esta fLgura se observa que Ra
mayor parte de Las proteinas de La fracedén 11, no se
pegan a La columna de agindidad, como era de espernanrse
por La concentracidn nelativa de £a NTX en el veneno, s4n
embango una pequeiia fraceddén Ldxica (Letna T en La figu-
na 13) solamente se desprende de La columna medianie des
naturalizacién parcial poh pH {Lavado con glicina=HC1

pH 2.9).

Esta fraccidn se volvdid a cromatogragian en una
columna de Sephadex G-10 para eliminan el Tiais que se
agrega para neutralizan La muesitra elufda y La de exce-

40 de glicina (Fig. 14).




Del tubo de madxima absorbancia de La fraccidn 2
s4e Lomé una muesitra pana electroforesisd en gefes de
acrilamida en acetato-urea [Fig. 15) y se Fomé Lambién

una muedtra para andlbisdis de aminodcidos.

En cuanzto al gef La protefna migha con el coloran
£fe Lndicador de acuerdo a Lo esperado, pero La banda es
muy difusa.

Con respecto a La toxicidad, al Lnyectarn al naitdn
apnro ximadamente 39.2 uwg/20 gné.'de peso de esta muesitra,

el animalf presents sLnitomas de toxicidad.

Det andtZALA de aminoicidoa sGL0 se pudiernon de-
terminar Los primenos ednco aminodceddos, ya que debddo
al exceso de glicina exl{stente en La muestra se nebazé
La sensibilidad del aparato. Apesarn de gque esfa muestra

habfa s.ido necromatografiada en Sephadex G-10.

Si bien esitos experimentos eran alentadores y
constitulan evidencias plausibles para creer que 44 se
pueden purificar toxdnas por Lnmunoadsonciin a Lnmunoglo
bulinas polivalentes, no quedamos contentos con ellos y

empezamos una nueva edirnategia basada en expenimentos con
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anticuenpos moncclonales puriflcados.

b} Inmunoadsonrbente con Ab. moncclonal: AffLi-gel-BNTX 4

Una vez:ique 4e obtuvdienon Los anidicuerpos monoclo

nales puros se disefld una nueva estrategla para purtifi-
car a La NTX.

Se decldid acoplar a estos anticuerpos a una nue-

va resina Aff-gel G-10. De Las sels clonas obtenidas

wtilizamos para el proplsito de esta Zesis solamente La
clona BNTX 4.

La eleccidn de clona se hizo pon orden numérica

lanbitrania).

De esta cofumna se hicleron Lres connidas, La pri

mena (Fig. 16) en Las condiciones mencdlonadas en matendia

Les y métodos, en La segunda se decidié que después de

Ravan La columna con el amontdiguador de conrida (Trdis

HC1 50 mM pH 7.3) y antes de alulrnla con dedlde acéitico

0.1 M se Lavaria con alita fuerza Ldénica {(NaCf 0.5 M).

Como se puede obsernvar en La figura 17 el NaCl
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etuyd Toda La proteina unida al soporte. EL despegado

con dcddo acétlco no eluyd proteina alguna.

Aﬁlcuantiﬁican espectro foloméindicamente La proited
na elufda con sal se ovbsenvé que La cantidad de protei-
na ena muy superlor a La cantidad de proielna que se ha-
bia obtenido en La primera cornrnida. Como estos resulta-
dos no fueron satisfactondlos ya que no nada mds se elufa

a 2a posible NTX sino mds protedfna desconocdda.

AL obtener estos nesulados, La Lfercera cromato-

ghrafia {datos no presentados) se nealizd sin aplicar NaCl,
s4ino en Las condiciones ya concedLdas de Lavado con dedlde

acético.

Cabe menclonar que de La misdma manera que en La
figuna 15 el componente elufdo con sal se mostad Llxdico

a ratones.

AL conrnen Los geles de acrilamida en acetato-uhrea
de cada uno de £o4 eluldos de Las cromafogragias anterndo-
nes nos dimos cuenta que ademds del componente que mighra
ba con el colonranite Lndicadon se presentaba un pequernc

contaminante {Fig. 18}.



Con nespecto al gel del elufdo con NaCL 0.5 M,
La banda ena muy difusa quizds debido a La cantidad de

sal en La muestra por Lo que no se pudo toman foto-

grafia.

Con base a est0s rnesultados se juntaron Los Ztrnes

eluidos obtenidos en esta columna de afindidad. La mez-

cla fue necromatografiada en una cofumna de Lntercambio
Lénico de CM-celulosa con el objetivo de poden sepanan

el contaminante presente en Los geles.

En esta chomafoghrafila se obtuviernon trnes compo-

nentes principates (Fig. 19) y algunos componentes meno

nes. Obsenvése que La escala de absorbancia estd au-
mentada. Pon esta nazén solamente se procesaron para
andlisis Ros trnes componentes mayonrnes, sin embarngo, se
vernigicd presencia de toxiecdidad a Lo Lango de todo el

chomatograma.

Los componentes Z y 5 fuenon definitivamente Z6-
xicos a natoenes, Los demds no mostraron efecto a Las

dosis ensayadas.

En La fLiguna 20 se obsenvan Los nesultados de La
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electrofornesis en gel de poliacrifamida de Los distin-
tos componentes mayores de La figuna 10. Los componented
2 y 5 (Fig. 19) se mositnaron purcs y cornesponden pho-
bablemente a Los dos componentes mayoritarics observados

en La gigura 1§.

En La tabla IV se Aindican Los hesultados del and-
Lisis de aminodcdidos efeciuados con Los componentes mayo

nes de La crnomatograffa en CM-celulosa (Fig. 19).
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Fig. 13.- Purificacibén de NTX po|7r cromgyogfagfia de :‘H—'Iinidad en Seph 4B-
Ig de caballo. En una columna de dimensiones 2.0 x 9 cm se aplicaron

30-mg de fraccién II1. Se lavé la columna con Tris-HCl1 50 mM pH 7.3 a

un flujo de 30 mi/hr.. Se eluydé con glicina-HCl 50 mM pH 2.9. Las fra-
cciones eluidas corresponde a cerca del 0.88% de la fraccién II.
plicacién de la muestra, L=lavado, T= tubos conteniendo toxina.
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Fig. 14.- Cromatografia en Sephadex G-10 en una columna de dimensiones
0.9 x 65 cm., para eliminar la glicina del pico eluido con glicina
HC1 50 mM pH 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.

Lgs tubos correspondientes a la barra horizontal encimada por el

N 2 corresponde al punto de elucién de la NTX.
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Fig. 15.- Electroforesis de la NTX obtenida de la columna de
Sephadex G-10. Se corrid el gel en el sistema Galanina (Reis-
field y col., 1962). Se aplicaron 19 g del tubo pico de 1la
corrida de Sephadex G-10 (fig. 14). La proteina migrdé hacia el

olo negativo. A= punto de aplicacidn, C.I.= colorante indica-
Box -
or.: .
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Fig. 16.-

Purificacifn de NTX por cromatografia 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 lavé la columna con Tris-HCl1 50 mM pH 7.8 a un

flujo de 40 ml/hr. Se eluyé con dcido acético 0.1 M las fracciones
eluidas se neutralizaron con Tris-HCl1 1 M pH 7.8.

E1l pico eluido
fue toxico. La NTX obtenida con fcido acético 0.1 M corresponde a
cerca del 2% del veneno total.

C y L son los mismos que la f£fig. 13.
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Fig. 17 .

Purificacién de NTX por cromatografia de afinidad en Affi-gel-Ab.
monoclonal BNTX 4. En una columna de 1.5 x 6.0 cm se aplicaron
60 mg de veneno total. Se lav6 la columna con Tris-HCl 50 mM pH 7.8
a . un flujo de 40 ml/hr. Despuds se lavdb con alta fuerza ibnica
0.5 M de NaCl y finalmente se eluyd con &cido ac&tico 0.1 M .

Las fracciones eluidas se neutralizaron con Tris-HCl 1 M pH 7.8.
La proteina eluida con NaCl 0.5 M corresponde a cexrca 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
dcido acético respectivamente.



Fig. 18.- Electroforesis del tubo pico eluido . con adcido acé-
tico 0.1 M de la afinidad Affi-gel-Ab monoclonal BNTX 4 se
aplic6 30 Mg de proteina. Se corrié en un gel cilindrico en
el sistema @alanina (Reisfield y col., 1962). La proteina

migré hacia el catodo. A= punto de aplicacién, C.I.= coloran-
te indichor.
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Fig. 19.- Perfil Cromatografico de la columna de CM-celulosa, equilibrada con un amortiguador de
fosfatos de sodio SO mM pH 6.0, a la cual se le aplicé 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 0 a 0.5 M a un flujo de 30 ml/hr.. Las fracciones colectadas fueron de 2.5 ml/tubo. Los picos
2 y 5 fueron téxicos. L= aplicaci6én de la muestra y G= gradiente.



Fig. 20.- Electroforesis de los picos obtenidos en la columna:

de CM_celulosa (Fig.12). Sc corrieron en el sistema Balanina
(Reisfield y col., 1962). 1.-

Pico 2 (3.848g), 2.- Pico 3 (7.2
8g), 3.- Pico 5 subida (5.6 3g), 4.-

Pico bajada (7 xg).
A= punto de aplicacién, C.I1.= colorante indicador.
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Tabla IV
Composicién de Aminodcidos.

Amino&cido NTX Pico 2 Pico 3 Pico 8 (siubida) Pico 5 Pico 5 (bajada)

Asp 4 4.38 4 e 4 4 4

Thr 2 2.81 2,567 R 1.98 1.61 1.68
ser a A A 1.98 2.04
Glu 2 1.1 1.30
Pro 2 4.27 2 2.32
Gly 3 4.26 . 4.51
Ala 2 0.872 1.0
val L - 0.535. 0.376
Met 1 T o.a76 0.198
Ile 2‘ 0.238 0.510
Leu 1 2,21 1.83
Tyr 2 3.36 2.62
Phe 0 ) 0.368 0.631
His o] 0.746 0.785
Lys 7 4.75 5.59
Arg 0 1.40 1.70
1/2 Cys 6 n.d. n.d.
Ttrp Q n.d. n.g.




DISCUSION DE LOS RESULTADOS

PURIFICACION DE LA NTX

EL método descnito por Possani y cof., 198la, fue
nepetdide en este trabajo obfeniéndose en todos Los pasos
crnomatogrdficos Los resulfados espernados y de esta manera
poder obftener de forma pura a La NTX para La realizacibn
de Las dos Lineas de experimenfacidn diseciadas para esita
tesis, Las cuales como ya 8¢ menclond en La Aeceidn de

resultados fuenon: La de sdntetizan una columna de afd-
nidad para La puniflcacidn de anticueapos policlonates

antil-NTX y La otna para £a obtencidn de anticuerpos mono

clonales.

PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-NTX

a) Punrificacién de Ab. policlonales aniti-NTX

La columna de afinidad Sepharosa 4B-NTX dio muy
buenocs resulitados, ya que se Loghraaon purififcan con un
buen rend.imiento Las inmunoglobulinas presentes en el

plasma equino anilalacnrdn.



Ademds como ase puede observarn en La fLguna 6 Las
Anmunoglobulinas purificadas con este mé€todo tienen un
patrdn de corrnimlento electonfornéiico Lgual a Las .Lnmu-

noglobulinas de caballe comencial (STGMA].

En cuanto af ensayo LnmunoenzimdlfLco esitas Lnmuno
globulinas 4L neconcvecderon a La graccién 11.11, Lo cual
nos vuelve a corroboran el buen gfuncionamiento de £La co-

Lumna de afinidad sinteftizada con NTX.

Aungque en La Linmunodifusién no se puddienon obsen-
var andicuenpos precipltantes ne quiere decdr que estos
no Lo sean, sLno que posdiblmente se debid a que no se
probaron oiras condiciones experimeniales como es; am-
pliarn el nango de diluciones de estas inmunogﬂobuﬂinhé

0 La conceniracdién def antigeno.

Porn ¢tro Lado, en experimentos nrealizados en nues
trno Laboratorio por - Géorgina Gurrola [(comundcacidn pen-
sonal) Ae ha visto que La NTX es bien diffcdil para copre
cipltan en Anmunodifusién, quizds también por Ltratarse

de un pépitido relativamenie pequesio.

Otras razones también podrnlan explican esie hecho,



como £a falta de clertos componenies para La formacibn
de malla de precdpitacién porn inmunodifusdibn, especial-
mente cuando se Xnabafja con anticuerapos y antigenocs pu-

r0S%.
b) Puniéécacingde Ab, mongé£qn¢£e$T@n;L4NTX

En Lo qgue Aefieéie@é-d‘ta pﬁbdﬁcc{én de LLguido
de ascltis Los Aeéuth&aé fuenon satisfactorios, a pe-
sarn de que fLa cantidad obtenida fuena vardlable. Esto
se debe a que cilentas gzonaa al sen Lnyectadas en Los ra
tones guenron mds agresdivas dando por consecuencia que

Los animales se mualieran en menos LLempo.

En el Liqudido de ascitdis cenca dek 40% de proted-

na coanrcsponde o Unmuncgleobulinas. En cuante a La »ou
d r

-

‘-
ficacibn de estos antlicuenpos, el rendimiento de purilfd-

cacddén fue bastante bueno (cerca del §0%}.

En Lo que se nefierne a La deteaminacidn de clase,
como se menclond en La secedbfn de resultados, Ttodas Las
clonas (BNTX 4, BNTX 12, BNTX 16, BNTX 18, BNTX 14 y
BNTX 21) peatenecen a fa clase de 1gG y Las clonas BNTX

4, BNTX 12, BNTX 14 y BNTX 15 son de £a subclase 1gGy,



ta clona BENTX 21 peatenece a fa subelase 146G, .

En Lo aeferente a £a clona BNTX 18 no se Le pu-
do defeaminar La subclase a La que peatenecia ya que
presentd reaccdidn cauzada con el suero de cabalfo y con
La clona BNTX 21, ademds daba bandas de precipitacién
con todes Los suerod anti-subcelases. Sin embargo como
ya se mencLoend en La seccidn de resubllados se hizo oZno
experdimento en ef cual se puso a Lneuban fLa clona BNTX
16 con sueno noamal de caballo con el propdsito de neu-
tralizan Los anticucapeos anfi-~-sueno de caballfeo presentes
en el Aobrenadante de culiivo de La clona BNTX 18, y
de esta manera poden eliminan Las bandas de precipita-

cidn con el suerno normal de caballo.

Los nesulilados que se obluvienon con esde nucve
cxpendimento fueron mds aceptables ya que en efecto se pu
dieron eliminan ghan panrte de estas bahdaé de precdpd-
tacdidn que se encontrnaban en el paimer expenimento [(f4g.
12 a-g; pozo 7) y de esita manena e -pudo determinan con
més clanidad que esta clona pertenecia a La subclase

Ing.
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INMUNOADSORBENTES
a) Inmuncadsorbente con Ab.kpoﬂiciondtz Sephanrosa 4B-1g

Como ya be mencidﬂﬁfdﬁfékzohmente uno de Los obje-
tivos de esta tesis fue el de difefian una nueva estrate-
gia de pundifdicacidn de toxiﬁaé, que nos peamdtiese obte-
ner texdnas puras en menod pascs cromatogrdflcos de Los
que se Lnvolucran en La matbdotogla tradicional (Possand

v col., 1981a).

Por esto se pensd en sdlntetizar columnas de afind
dad que Zuvieran como Rigando a Lnmunoglobulinas dinigi-

das contra La fLoxina a pundifican.

De esta manena se sinteitizd una columna de afind-
dad con Lnmunoglobulinas anti-NTX acopladas a Sepharosa

4B.

Como se puda‘obéenban en Los nesullados de esta
columna de afindidad se tuviernon cLertos problemas panra
connoboran La composicidin de La NTX. Entre ellos se pue
de mencionan La dificultad de poden eliminarn el exceso

de gkicina que contenfa La muestra, no obstante £a cro-



matogrnagfa de fiLtracidn en gel ponr peso molecular (Se-

phadex G-10].

E£L hecho de La contaminacifn pensistente de una
nmuestra con aminodedldos afadidos como amortiguadonres
{glicina en esfe caso) audn después de La introduceldn de
pasos cromategrdficos, es bien conecdido en nuesiro Labo-
rnatondio (Possand comunicacidn personall.

Una entre muchas explicaciones posibles es La pre
sencia de interacciones Lbnicas entre polipéptidos can-

gados de amifnodcedldos Libres, especifalmente Los de cadena
Latenal conta. PosiblLemente el uso de La chomafogragla
Liquida de alta presidn en presencia de solventes orgd-
nicos pudiera consiituirse enm una sugerencla para nesol

ven este problema.
b} Inmunoadsonrbenite con Ab. monoclonal: AffL-gel-BNTX 4

La utlflizacidn de antlcuenpos moncclonalesd purd-
ficados se pensd como aliernativa para Los problemas an-
terdiones. De este modo se prepard una nueva resina de
aginidad, en La que se utllizarfan aniicuerpos moncclo-

nates.
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También decidimos que ¢l eluyente ya no scria
glicina-HC1 como se habia utilizade en La columna de afi-

nidad con antilcuenpos policlonales, sino que se utiliza-

ria dcdido acétice para La elucibén de La columna.

Esta nueva columna funciond muy. bien, aunque aho-

na nos encontramos con oine problema.

Como se observé en Los nesuliados se utilizanon
dos tipos de condiciones pana La efucién de La columna,
una con un previo Lavado con alta fuenza L6nica antes
de ecludin con deddo acético y otra sin Lavarn con alia

fuenza Lindea.

Cuando La connida se LLevaba a cabo sin apficacdidn
de NaC? 0.5 M (afta fuerza Lénica), se obtenlfa con dedde
acético un pilco de protelna que al corrense en geles de
acetato-urea nos daban dos bandas una que migraba con el
colonrante Lndicadorn (cornnimiento canactenistico de La NTX]
y otra que migraba después de €sta, Lo cual nos Lndica
que nuestra NTX estaba contaminada o que habifa en ef ve-
neno mds de una proteina cuyos epitopes son similanes y
son capaces de sen reconocddos porn Les anfilcuerpos mono-

clonates de La clona BNTX 4.

12%




Se dec4idié entonces aplicar NaCl 0.5 M con el obje
tivo de despegan La proteina undida inespecfficamente al
soponte y poden eludir a La NTX puna‘con el dedldo acéti~

co.

Este naciocindo se basaba en el supuesto de que La
NTX pudiena estan Ligenamente contaminada (vern §4Lg. 18)
con otrha toxina, a través de LntenrnaccLones Lindcas no
especificas. Sabemos que Lodas Las Loxdlnas de este ve-

nenov son polLlpEptidos altamente cargados,

Sin embango, el NaCf 0.5 M.eluyé ftoda La protfedl-
na unida al soponie y no solamente a L£a protelna que se
elufa con deddo acético, sdino que se eluyd mucha mds pro

teina de £a que se esperaba.

Lo primenc que se pensé era que posiblemente se
habfan despegado anticuenpos monoclonales unidos al s0-
ponte, porn Lo que se montd una electroforesdis en Tris~
glicina pH 8.9 para ven s4 La proteina elulda contenifa
anticuenpos monoclonales [(datos no presentados) pero en
el gel no se v.io banda alguna que coarespondiera al pa-

tnén de cornimiento de Los aniticuerpos monoclonales.



Se decidid entonces funtarn Los eluidos obtenidos
con alta fuernza Léndica y con deddo acético y recrnomalo-
graflfarfos en una columna de Lntencambio Lbénico de
CM- celufosa con el 4f4in de podern eliminan Los contaminan-

tes de La muestra y asl poden obtener a La NTX puaa.

En este momento también discutfamos en ef Labora-
torndo La posdibilidad de La exfstfencda de epficpes muy se-
mefantes (con difierentes constantes de afindidad) a Los
‘anticuerpos mondclonales de La cfLona BNTX 4, que en un
dado momento se pudieran eluir diferencialmente con al-

ta sal y/o deddo.

La hipétesis vendadera todavia no £a conocemos,
pero podemos vendflcarn (Fig. 19) que porn Lo menos dos
‘eomponenides Lixdcuvsd exdsden en el veneno de C. noxfus

que se pegan a £a columna de afinidad con £a clona BNTX 4.

Como se puede observan en el cromatograma de es-
ta fLgurna se obtuvdenan sels pLeos prdincdpales, de Los
cuateg a trnes de ellos se Les coandid una electrnodonesis
en geles de acetato-urea, se Lomaron mgeétnaé para and-

2isis de aminodeidos y se probé toxicidad.



En cuanto a Los geles ef pieco 2 presentd una sola
banda, La cual no migraba con el colforante LAnddicadon,
Lo que nos Lndicaba gque no erna La NTX, ademds al sern in-
yectada al naién fue muy tdéxica pues Lo matd en pocos
minutos . Esto fue otrno Lndiclo que nos hizo descartan
al pico 2 de La posiblidad de que fuerna La NTX ya que
esta toxdna (NTX) cuando se Lnyecta a Las concenitracdio-
nes experndimentales utilizadas en esta tesds no mata a

Los natones s0Lo presentan sintomas de toxicidad.

EL pico 3 en el gel presentd dos bandas una que
migraba con el coloranite Lndicadorn y oZra que migraba
después de €L. Este plco al sen Anyectado en el raitdn
no fue téxLeco por Lo cual descarntaba La posiblLidad de que

contuviera NTX u ofrna toxLna.

Del pdlco 5 se Xomarnon dos muesthas para geles,
una que cornespondifa a La subida del pico y La oira que
connespondia a La bajada. Los dos gefies presentaron una

s0fa banda La cual 3L migré con el coloranite indicadon.
Este pico al sen LAnyectado en ef ratdn fue tdxico

pero no maté af nratdn en nuesiras condiciones experdimen-

tafes, Lo que nos hizo pensarn que este pico podrla corres
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ponder a La NTX.

Con nespecto al andlis.is de aminodcidos de estas
muesinas como se obsenva en La tabla Iv , el plco 2 se
descarntd definditivamente ya que su composdicidn de amino-

acddos no se panecia a La NTX. Del plco 3 Ra composdi-
cibén de aminodcedldos tampoco connespondid, ademds de que

como ya mencilonamos antenlonmente este pico estaba con-

taminado.

La composiciin de aminodcidos del pico 5 fuc La
que mdé se parecdtd a La de La NTX. Sin embairgo La pre-
sdencia de pequeias cantidades de fenilalanina y de hisidl
dina en La 4raceidn 5 apuntan a La presencia de una NTX
difenente a La espenada. Eato no es soaprendente pues-
Zo que epn nuestro Laboratondo (Pobgani y col., 1982) se
ha demostrado pon secuencia dinecta de aminocdeidos, La
presencia de varntfas toxinas blLoqueadornas det canal de
potasdio con composiciébn y secuencia de aminodeidos seme-

jantes pero no Lguales.

De esta forma el hallazgo puesto en evdidencdia en
esta tesds confinma Lo antenion y nos Rleva a pensar

que el epitope neconocido porn La clona BNTX 4 -es el
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mismo, pero es capaz de puiriflicar dos o mds foamas quimg

camente diferentes de un mismo Lipo de Loxdnas.

Esta es probablemente La contribuciln mds ornigi-
nal de esta tesis, que Lejos de estas detemminada, ha
marcado el Lndicio de una sendie de expenimentos Lmportan-

tes que se LLevan a cabo en este momento en el fLaborato-

nio .

Entre estos nesultados que todavia necesditan expe

nimentacLdn esdtdn:
1) La agindidad BNTX 4 es1d copunifdcando foxdinas

vesdaderamente diferentes (vern fLgura 19 y 20) ;0 son

Las formas ya nrneporitadas?
2) (€3 una de Las formas un precunson de £a oinaf

3) ;Qué pasa con Las demds clonas BNTX 12, BNTX 74,

BNTX 16, BNTX 18 y BNTX 21 y cudl es su compoatamiento?
Estas Aon apenas algunas de Las preguntas que fo-

davia se pretende nesponden en el Laboratonic dentro def

cuadro de esta Ltesis.
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CONCLUSTONES

- Se purnificé a La noxLustoxina {(NTX) de forma homo
génea por el méiodo tradicilonal, para LLevar a cabo Las
dos RLineas de expenrnimentacién disefadas para esite tra-
bajo: 1) sintetizar una columna de afinidad acoplando
NTX a Sepharosa 4B, para punificar anticuerpos policlo-
nates anti-NTX de plasma equino antialacrdn; y 2) dise
Aan un esquema de inmunizacidn en ratones para La obfen
cdon de anticuenpos monoclonales anti-NTX, para posie-
rlonmente sintetizar una columna de afinidad con L£os

anticuenpos monoclonales punrocs.

- Los qntécuehpbé policlonales punrificades con La
columna de afindidad Sephanosa 4B-NTX, fueron Lnmunoglg
bulinas que neconocen a La NTX porn el criternio del mé-
todo de ELISA (ensayo inmunoenzimdiico). Estos anti-
cuepos fueron probados porn el miLsmo méiodo, encontrdn-
dose una titufacldn positiva en el nango de 0.1 uwg/mé a

10 Ma/mk.



- Los anticuenpos monoclonatfes de Las seils clonas
obtenidas en el Labornatonio, se purdificaron con un ren

dimiento cencano al §0%.

Con el inmuncadsorbente Sepharosa 4B-Ig no se Lo

gné obtenen de forma pura a La NTX.

-~ Con el inmunoadsonbente Affi-gel-BNTX 4 se obtu-
vo una toxina andloga a £a NTX. Sin embango, son ne-
cesanios mds estudlos para La caracterizacdldn de esta

toxina.

- EL anticuerpo monoclonal utilizado (BNTX 4} muy
poALbZemnte reconoce diferentes determinandes antigé-

nelos de La NTX.

Fagta porn realizan este mismo expernimento para La
caractenizacién de Los anticuenpos monoclonales de Las

demds clonas.



PERSPECTIVAS FUTURAS

La obzencidn de anticuernpos monoclkonales abre La
posibilidad de amplian el conocimiento sobre Los deten
minantes antigépnicos de £a NTX. Pues se piensa en te-
nea un banco de pé€piidos (dipéptidos, trdipépiidos, edfc.)
20s cuales con el método de ELISA ponr medio de compe-
tencias con Los anitlcuerpos monoclLonales se pueda defen
minan Los determinantes antigénicos de La NTX o de

otras toxinas selecclonadas.

Esto es de éﬁmaAmeontancéa ya que estfos estudlos
contribuyen a una de Las Lineas de Lnvestigacidn del
Laboratornio del Dn., Possani, La cual consdisite en elabo
nah una vacuna sintética contaa La picadura del atacnén,

porn medio de péptidos sintéticos.
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