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RESUMEN 

una de las fracciones tbxicas del veneno del alacrbn Centruroides 
noxius, ademas de ser el componente principal, llamado c.n. 
IY=9:2 aumenta la liberacibn de GABA radioactivo, de sinaptosomas 
de cerebro por modificacibn del flujo de iones sodio.De la 
fraccibn I I-9. 2, se purificaron a homogeneidad dos toxinas 
llamadas I I-9. 2. 2 y II-9. 2. 3, se completo la secuencia de 
amino~cidos de la toxina II-9.2.2 y se determino la secuencia N
terminal de la toxina II-9.2.3 (hasta el aa 31). Obteniendose lo 
siguiente: Lis-Glu-Gli-Tir-Leu-Val-Glu-Leu-Gli-Tre-Gli-Cis-Lis
Tir-Glu-Cis-Fen-Lis-Leu-Gli-Asp-Asn-Asp-Tir-Cis-Leu-Arg-Gl.u-Cis
Lis-Ala-Ala-Tir-Gli-Lis-Gli-Ala. Para tratar de relacionar la 
estructura y la funcibn de la toxina II-9.2.2 se han obtenido 
anticuerpos monoclonales en contra de la misma. 
Las células de bazo de tres ratones Balb/c inmunizados con un 
conjugado de la toxina c.n.II-9.2.2 y tiroglobulina porcina se 
fusionaron con cl!lulas de mieloma de la l.lnea SP2/0-Agl4, los 
hibridomas productores de anticuerpos contra la toxina C.n.II-
9. 2. 2 se detectaron por EL ISA y se clonaron en agar semisblido, 
Seis clonas de hibridomas independientes llamados BCFl, BCF2, 
BCF3, BCF7, BCFB y BCF9 se cultivaron en la cavidad peritoneal de 
ratones Balb/c pretratados con pristan. Los anticuerpos 
monoclonales se purificaron a partir del liquido de ascitis por 
cromatografla de intercambio ionice sobre DEAE-celulosa. Los 
anticuerpos pertenecen a la clase IgGl e IgG2a. 
Los anticuerpos se unen de manera dosis dependiente a placas de 
ELISA cubiertas con c.n.II-9,2.2 • La especificidad de los 
anticuerpos por esta toxina se demostrb por experimentos de 
competencia en los que se mostrb que la c.n.II-9.2.2 libre puede 
inhibir la unibn de los anticuerpos al soporte sblido cubierto 
con c.n.II-9.2.2. 
La unibn de los seis MAcs a epit"opes distintos o sobrepuestos de. 
la C.n.II-9.2.2 se investigb en ELISA en sandwich probando todos 
los posibles pares de anticuerpos mostrando que los MAcs BCF1 y 
BCF8 definen un epitope que no se superpone a1 epitope definido 
por los anticuerpos BCF2, BCF3, BCF1 y BCF9. 
En ensayos de neutralización in vivo todos los anticuerpos 
retardan la muerte del animal al inyectar la toxina preincubacla 
con los MAcs, encontrando que al menos uno (BCF2) neutraliza 
totalmente su accibn. 
Por ensayos de competencia con venenos de otros alacranes del. 
género Centruroides se encontrb que existen toxinas en estos que 
comparten determinantes antigl!nicos con l.a toxina c.n.II-9.2.2. 
El anticuert>o BCFB, reconoce epitopes, que son compartidos por 
las toxinas: C.n.II-9.2.2, C.n.II-9.2.3, C.n.II~lO, C.n.II-14 y 
la toxina 1 del veneno del alacrAn centruroides l.impidus 
tecomanus. 

. .... 



ABSTRACT 

Fraction II-9.2 from the venom of the mexican scorpion c. noxius 
was purified en CM-cellulose columns giving two pure-'toxlns 
designated II-9.2.2 and II-9.2.3. The primary structure of 
component II-9.2.2 was completed by automatic Edman degradation 
and enzymatic cleavage with VB protease. 
The N-terminal sequence of toxin II-9.2.3 was shown to be: Lia
Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Glu-Leu-Gly-Tre-Gly-Cis-Lis-Tyr-Glu-Cis-Phe
Lis-Leu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cis-Leu-Arg-Glu-Cis-Lys-Ala-Ala-Tyr
Gly-Lis-Gly-Ala. 
Toxin II-9.2.2 is a Na channel blocker (Sitges et al., 1987). In 
arder to correlata the structure with function-ofthis toxin, 
monoclonal antibodies were preparad and characterized. Three 
Balb/c mice were immunized with toxin II-9.2.2 coupled to 
thyroglobulin. Spleen cells of the irnmunized mice were fused with 
SP2/0-Agl4 myeloma cells. Hybridoma cella producing antibodies, 
which recognized toxin II-9.2.2, were selected and clonned by 
ELISA and semi-salid agar tecllniques. Six independent hybridoma 
cell lines were obtained (BCF1 to BCF3, BCF1 to BCF9) and used to 
produce ascites liquid in Balb/c mice. Antibodies from the 
ascites fluid were purified by ammonium sulfate precipitation and 
ion exchange chromatography. They are ililitlunoglobulines of the 
class Gl and G2a. These antibodies bind to toxin II-9.2.2 
attached to the ELISA platea in a dose dependent manner; they are 
displaced by addition of free toxin. Additional experimenta were 
carried out to show that monoclonal antibodies of the hybrid BCFl 
and BCFB recognized an epitope of toxin II-9.2.2 different from 
those of the remaining hybrids (BCF2, 3, 1 and 9) • Neutralization 
experiments "in vivo", with all six antibodies preincubated with 
native toxin,-ShOW'Clelay of toxic symptoms in mice injected vith 
the complex (lgG.plus toxin). Only ene of the antibod.ies CBCF2) 
has a fully neutralizing capacity. Competition experimenta 
conducted with venoms from other species of scorpion of the genua 
centruroides show that they contain toxina with similar antigenic 
determinants as that of toxin II-9.2.2. 
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I/ INTROOUCCION. 

l. Las toxinas de los alacranes. 

Aunque se encuentran presentes algunas enzimas que contienen 

actividad hialuronidtlsica, la accibn letal del. veneno de los 

alacranes se atribuye principalmente a una serie de polipéptidos 

neurotbxicos que difieren en el grado de toxicidad y composicibn 

de aminotlcidos. El término neurotoxina se refiere a aquellas 

proteinas o polipéptidos que bloquean la transmisibn sinbptica al 

unirse a las membranas del sistema nervioso (Babin y col., 1974). 

La utilizacibn de las toxinas como herramientas para 

estudios neurofisiolbgicos surgib a principios de 1960 con el 

estudio de la tetrodotoxina que bloquea especificamente el canal 

de sodio (Narahashi y col., 1960, 1964). Esto estimulb el estudio 

de una variedad de neurotoxinas de diversos animales, entre ellos 

las de los alacranes. 

se han publicado. diversos trabajos sobre el efecto del veneno 

de los alacranes sobre tejidos excitables, encontrandose que 

algunas toxinas acttlan sobre canales i6nicos dependientes de 

voltaje (Catterall, 1977), siendo estos polip~ptidos de alrededor 

de 65 aminotlcidos. se han encontrado también polipéptios m&s 

cortos (alredor de 39 aminobcidos) que acttlan sobre el canal de 

potasio (Possani y col., 1982, Carbone y col.,1987). 

Los canales de sodio ca~alizan el paso de iones· sodio a través 

de la membrana plasmbtica en dirección dirigida por el potencial 

electroquimico. La permeabilidad mediada por ei canai puede aer 
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caracterizada por dos atributos fisiolbgicos: apertura-cierre 

"gating• y selectividad, sin embargo esto no necesariamente 

corresponde a elementos estructurales separados. 

El fenbmeno de "gating" se podria resumir planteando tres 

estados del canal: uno no conductor o estado de reposo, otro 

conductor o estado abierto y un estado diferente al no conductor, 

que seria el estado inactivado (Hodgkin y Huxley 1952) • 

Se han descrito dos diferentes mecanismos de accibn para las 

toxinas qu0 modifican los canales de sodio: las toxinas de 

alacr·anes 1.larnados del viejo mundo, representadas por toxinas del 

veneno de los alacranes Androctonus australis y Leiurus 

quinquestriatus, actúan afectando el mecanismo de inactivacibn 

del canal de sodio (Catterall y Ray, 1976), mientras que las 

toxinas de los alacranes del nuevo mundo, especificamente las del 

género Centruroides, afectan los procesos de apertura del canal 

(Cahalan, 1975, Couraud y col., 1982). En base a estas 

diferencias Jover Couraud y Rochat (1980) han propuesto el nombre 

de toxinas alfa para las primeras y toxinas beta para las 

tiltimas. 

Por varios anos, la estructura y funcibn de los canales de 

sodio sensibles a voltaje han sido estudiados usando 

neurotoxinas, que se han clasificado en varios grupos de acuerdo 

a sus propiedades de unibn y a sus propiedades farinacolbgicas. El 

primer grupo incluye a la tetrodotoxina y la saxitoxina que 

bloquean el flujo de sodio mediante su unibn al sitio l del 

canal. Una segunda clase incluye a la batracotoxina y 

veratridina, que causan una activaci6n persistente del canal por 
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su unibn al sitio 2. Un tercer grupo consiste en neurotoxinas del 

veneno de alacranes de la familia Buthidae. Estos polipeptidos 

(toxinas alfa) inhiben o bajan la inactivacibn del canal por 

unión al sitio 3 que es dependiente de voltaje. Jover y 

col., (1980) han reportado que las neurotoxinas purificadas del. 

veneno de alacranes del genero centruroides (toxinas beta) se 

unen a un sitio distinto al que se unen las neurotox.inas de la 

familia Buthidae, y que esta unibn no es dependiente de voltaje¡ 

se le llamb sitio 4. 

Se ha estudiado la estructura quimica de m~chas toxinas del 

veneno de alacrAn, encontrandose que son polipéptidos compactos, 

estabilizados por la presencia de 4 b 5 puentes disulfuro 

(Kopeyan y col., 1974, Dent y col., 1980, Possani y col., 1982, 

1984), con una regibn de hélice alfa y tres estructuras beta 

plegada, como se ha observado por los datos de difraccibn de 

rayos X (Fontecilla-Camps y col., 1980, 1988), y por estudios de 

dicroismo circular (Possani y col., 198la) . 

Por datos cristalograficos y por comparacibn de secuencias 

de aminott.cidos, Fontecilla-Camps y col., (1982), han propuesto un 

modelo estructural para las toxinas de alacrAn, en el cual l.a 

tmica regibn conservada estA involucrada en la interaccibn con el 

canal de sodio. La regibn de hélice alfa (:residuos 23-32) y 1a 

de beta-plegada (residuos 32-35) esttt.n incluidas en esta :regibn 

conservada. Se ha demostrado que modificaciones qui.micas de los 

aminoAcidos que se encuentran en esta :regibn inhiben la capacidad 

de unibn de estas toxinas· (Darbon y col.., 1983, EL AYeb y col., 

1986) • 
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El modelo presentado por Fontecilla-Camps para las toxinas 

beta, propone la presencia de sitios antigénicos en las regiones 

variables expuestas, mientras el sitio tbxico lo sit~a en la 

regibn conservada, inmunosilenciosa. 

Es un hecho que las toxinas difieren en su mecanismo de 

accibn, pero los sitios de unibn estAn estructuralmente 

r~lacionados. La superficie hidrofbbica conservada puede ser 

importante en la unibn preliminar de las toxin·as a un sitio 

general, del cual se pueden mover a sitios especificas de unibn. 

Un anblisis comparativo de las secuencias de aminoiciods de 

las toxinas hasta ahora conocidas, revela varias regiones de 

homologia o de sustituciones conservativas en la estructura 

primaria, existiendo alta homologla entre péptidos del mismo 

genero de alacrfln (Possani 1984) • 

La estructura primaria se alineo de acuerdo a los residuos 

de crstelna, introduciendo deleciones para aumentar la homolog!a. 

Estas deleciones ocurren en posiciones diferentes en las toxinas 

alfa Y.beta. Las toxinas alfa se caracterizan por dos delaciones, 

la primera (tres residuos de aminoAcidos) comienza en la posicibn 

20, mientras la segunda (dos o tres.residuos de amino6cidos) esta 

localizada en la posicibn 69. Las delaciones en la posicibn 46 

(4-5 residuos de a.rninoflcidos) son un rasgo comO.n de todas las 

secuencias de las toxinas beta. Estas diferencias pueden ser el 

resultado de cambios conformacionales, los que pueden estar 

relacionados con la capacidad de 1as toxinas alfa y beta de 

unirse a sitios diferentes sobre el canal de sodio. 

Entre las toxinas beta, se encuentra la toxina II-9.2.2, 
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pol.ipéptido de 65 aminoAcidos extremadamente t6xico para 

mami.feros, (Possani y col.., 1981a), componente principal y de 

mayor toxicidad del veneno del. alacrAn Centruroides noxius 

Hoffmann, con una LD50=5ug/20 g de peso de rat6n. Esta toxina 

aumenta la l.iberaci6n de GABA radioactivo de sinaptosomas de 

cerebro de rat6n por modificaci6n del. flujo de iones sodio. 

(Sitges y col.., 1987} • 

Para poder caracterizar inmunoquimicamente a la toxina II-

9.2.2, se obtuvieron seis anticuerpos monocl.onales, motivo de 

este trabajo. 

La existencia de un determinante antigénico com6n en l.a 

familia de toxinas beta, permitirla el desarrollo de una 

seroterapia eficiente en contra de la picadura de alacranes del. 

genero Centruroides. 

2. Los anticuerpos monoclonales. 

Hoy se conoce que la produccibn de anticuerpos responde a l.a 

existencia de "tantas como 100 millones de estirpes diferentes de 

linfocitos B, cada una de las cuales posee en su membrana un 

receptor especifico ~nico, que sblo es capaz de reconocer una 

zona o determinante antig6nico, de un anti.geno particular.. Esta 

concepcibn que se conoce como Teor!.a de la Seleccibn Clonal, 

(Burnet, F .. M. 1959) sustituyb la llamada Teoria "Instructiva• que 

propugnaba que el antigeno servia como •molde" para la 

conformacibn de un anticuerpo, por lo que cualquier linfocito a, 

podia en principio, responder ante cualquier anti.geno una vez que 
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éste se pusiera en contacto con el organismo. 

La Teoria de la Seleccibn Clonal plantea, por tanto, que los 

anticuerpos producidos por una estirpe de l.infocitos B han sido 

previamente codificados durante el proceso de ontogénesis del 

sistema inmune del organismo, a partir de la informacibn 

asimilada durante la propia evolucibn de las especies y 

seleccionada como ventajosa. 

La respuesta inmune a la mayori.a de los antigenos implica 

cientos o miles de clonas o estirpes de linfocitos, cuyos 

productos reconocen muchos sitios diferentes sobre la mol6cula 

del antígeno. La pequena zona que se une especificamente al sitio 

de combinacibn del anticuerpo se conoce como determinante 

antigbnico (cuando la estructura es conocida suele llamarse 

epitope) siendo el paratope la parte correspondiente especlf'ica 

de la inmunoglobulina. Cada clona celular reaccionar~ produciendo 

un anticuerpo especifico para un determinante antigénico, por lo 

que en la sangre de un animal inmunizado existir& una mezcla de 

anticuerpos, que conformarAn un antisuero policlonal. 

Empleando adsorciones apropiadas e inmunizaciones alogénicaa 

uno puede reducir la heterogeneidad de los antisueros1 empero, 

abn ·bajo estas condiciones los antisueros obtenidos tendran 

cuatro desventajas principales: 

l. los titules serAn bajos. 

2. los anticuerpos, abn siendo espec!.ficos para un tinico 

determinante, serAn heterogéneos. 

3. el suplemento de suero· serA limitado y variable abn en un 

mismo animal.. 
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4. serA imposible reproducir la misma combinacibn de anticuerpos 

especificos en otro animal. 

Por tales razones los antisueros policlonales convencionales 

no son en muchos casos lo suficientemente sensibles o especificas 

para los ensayos que se requieren. 

A pesar de esto, se ha trabajado durante anos sobre la base 

de los resultados de las reacciones antigeno-anticuerpo empleando 

antisueros convencionales. Estos han sido empleados para 

identificar, purificar y detectar un amplio espectro de 

moléculas, que incluyen enzimas, hormonas y drogas; han servido 

como marcadores para diferentes tipos celulares. 

~1 reactivo ideal serla la preparacibn estable y reproducible 

de anticuerpos uniformes, con especificidad, afinidad y clase 

conocidas. Esta preparacibn tendria que ser elaborada, por tanto, 

a partir de las moléculas producidas por sblo una célula B: un 

anticuerpo monoclonal. 

La posibilidad prftctica de lograr· esta idea se encontr6, 

hace algunos anos cuando George Kohler y Cesar Hilstein (1975) 

inmortalizaron linfocitos B de ratbn productores de anticuerpos 

especificos, mediante su hibridacibn con un mieloma en cultivo. 

El ªhibridoma• formado por la fusión de ambas c6lulas hereda 

del linfocito B progenitor la capacidad de producir un anticuerpo 

especifico y de la célula de mieloma el crecimiento indefinido en 

condiciones de cultivo as! como la posibilidad de originar 

tumores si se inyecta en el animal de origen, log"randose asi una 

alta secrecibn de inmunoglobulinas. Haciendo una detecciOn 

adecuada de l.os sobrenadantes de tal.es cultivos de hibridoma y 
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clonando las células que producen el anticuerpo de interés, es 

posible generar lineas continuas de cultivo que producen 

anticuerpos homogéneos, (Kohler, G. 1961, Goding, J. 1983). 

En la actualidad se emplean en esta técnica mielomas 

mutantes para la secrecibn de inmunoglobulinas propias, lo que 

hace que el hibridoma resultante produzca exclusivamente aquel 

anticuerpo comandado por el linfocito B normal y no mezcl.as de 

inmunoglobulinas normales y tumorales (Kohler, G.· 1981, Goding J. 

1983). 

A. Hibridomas. 

La generacibn de hibridomas ·murinos productores de 

anticuerpos monoclonales consta de una serie de etapas que van 

desde la seleccibn del animal donante de los linfocitos B 

paternales as1 como del esquema para lograr su inmunizacibn, 

hasta la adecuada conservacibn de los hibridos seleccionados 

segbn el sistema de deteccibn empleado. 

El antigeno utilizado para realizar la irununizacibn inicial 

no necesita ser puro, bnicamente ser capaz de despertar la 

respuesta inmune y que exista un sistema de deteccibn que permita 

seleccionar las clonas productoras del anticuerpo deseado. 

El procedimiento para llevar a cabo una fusibn tipica, y que 

fue el utilizado en este trabajo, se podria resumir de la 

siguiente manera: Primero se inoculan ratones con el antígeno 

correspondiente y unos dias depu~s de la 6.ltima inyeccibn ae le 

extrae el bazo (las células linfoides en etapa de blastos). 
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Posteriormente una suspensibn de los linfocitos del bazo se 

fusionan con las células de mieloma (fase logar~tmica de 

crecimiento), agregando polietilenglicol (PEG) como fusbgeno, y 

ciertas drogas que se usan para asegurar que las células que 

crezcan sean únicamente los h1bridos producidos entre las células 

del bazo y las células tumorales. Después de 10 a 20 di as de 

crecimiento, se analizan los sobrenadantes de cultivo, para 

detectar la presencia del anticuerpo deseado, y las clonas as!. 

seleccionadas son cultivadas en masa y posteriormente se inyectan 

en ratones para la produccibn de 11quido de ascitis del cual se 

obtendrAn los anticuerpos en cantidades del orden de miligramos o 

gramos, (Hoogenrad, N., y col., 1983). 

B. Principios tebricos. 

Si se fusio~an células tumorales con células normales, las 

células que crecerAn rApidamente serAn las célul.as tumorales no 

fusionadas. Por lo tanto, se necesita asegurar de alguna forma 

que las bnicas célUlas que crecerAn sean las células hlbridas. 

Hasta ahora la estrategia mAs utilizada es la trazada por 

Littfield en (1964) y se basa en el uso de un medio de cultivo, 

que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT). 

Las principales rutas biosintéticas de purinas y pirimidinas 

pueden ser bloqueadas por la aminopterina, antagonista del. Acido 

fbl.ico, que bloquea a la enzima deshidrofolato reductasa. Sin 

embargo, la célula aun puede sintetizar .ADN por medio de la via 

11.amada •ruta de salvamento•, en l.a cual los nucl.ebtidos 
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preformados son reciclados. As!. la hipoxantina y timid.ina del 

medio de cultivo pueden ser utilizadas para la s1ntesis de las 

bases nitrogenadas, requiriéndose para esto las enzimas timidina 

cinasa (TK) e hipoxantinfosforribosil transferasa (HPRT). Por lo 

tanto, s!. a la célula se le administra, como ya se mencionb, 

timidina e hipoxantina, la síntesis de ADN se lleva a cabo 

siempre y cuando las enzimas TK y HPRT estén presentes. 

Si no existe alguna de estas enzimas, la síntesis de ADN se 

suspende. Sin embargo, la célula puede ser rescatada por fusibn 

con otra célula, la cual suple a la enzima faltante. De esta 

manera si las células de bazo (las cuales poseen TK y HPRT, pero 

mueren en cultivo) se fusionan con células de mieloma carentes de 

TK y HPRT, ~nicamente las células hibridas crecerAn en el medio 

conteniendo hipoxantina, aminopterina y timicli.na~ 
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II/MATERIAL Y METODOS 

1.- Obtenci6n de inmunoglobulinas de ratbn (Garvey, J.s. y 

col. 1977). 

Se sangraron 100 ratones de la cepa Balb/c de aproximadamente 30 

gramos cada uno para obtener el suero correspondiente por 

centrifugacibn. Las inmunoglobulinas se precipitaron con sulfato 

de amonio a 35% de saturacibn. Se centrifugb a 10000 g y la 

pastilla obtenida se resuspendib en la mlnima cantidad de 

amortiguador TRIS-HCl 25 mM, NaCl 80 mM, pH 7.95. Se dializb con 

4 cambios de 600 ml del amortiguador anterior y despues de la 

diAlisis se centrifug6 a 10000 g, eliminando el precipitado 

obtenido. El sobrenadante se aplicb a una columna de DEAE

celulosa (30 cm de largo x 1 cm de diametro interno) utilizando 

como eluyente amortiguador TRIS-HCl 25 mM, NaCl 80mM pH 7.95. 

2.-0btencibn de anticuerpos conejo anti-ratbn tGarvey, J.s. y 

col. 1977). 

Se utilizaron 2·conejos adultos de.raza Nueva Zelanda, hembras y 

de aProximadamente 2.5 ~g de peso. Se inocul6 a cada conejo 500 

uq de inmunoqlobulina de ratbn purificada, emulsif icada con l m.l 

de adyuvante completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit 

Michigan USA} por via subcutAnea en diversos sitios. Un mes 

despu~s se inocularon 250 ug de inmunoqlobulina en el mismo 

adyuvante y por la misma vía. Se dejb descansar 3 meses y 

finalmente se aplicb una bltima inoculaci6n de 250 ug de 
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inmunoglobulina. Se verificb la presencia de anticuerpos en 

contra de inmunoglobulina de ratbn por doble difusión. 

Posteriormente se sangran los conejos semanalmente durante un mes 

para la obtención de suero. 

El suero de conejo se ultracentrifugb por 30 minutos a 50000 g 

para eliminar lipidos; la precipitacibn se realizó a 4 e 

agregando 6. 7 ml de una solución saturada a 4 e de sulfato de 

amonio a 13.4 ml de suero. Se dejb en agitacibn durante media 

hora y en reposo durante toda la noche. se centrifugb a 1500 g 

durante 25 minutos y el precipitado se resuspendib en 10 ml. de 

amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.8, mhs 0.15 M de NaCl y se 

volvib a precipitar con 5 ml de sulfato de amonio saturado. Esta 

operacibn se repitb una vez mas. Se centrifugb a 1500 g 25 

minutos y el. precipitado se resuspendib en 5 ml de amortiguador 

TRIS-HCl 20 mM, NaCl 20rnM pH 1. B y se dializb contra el mismo 

amortiguador con 2 cambios de BOO ml. 

La p~rificacibn se llevb a cabo por cromatografia de intercambio 

ibnico en DEAE-celulosa (Stanworth, 1960) • 

3.- Preparacibn del conjugado, Inmunoglobulina de conejo anti 

inmunoglobulina de ratbn-peroxidasa (RAM-POD) (Nakane, P. 

(1979). 

La t~cnica consiste en lo siguiente: Se disuelven s.o mg de 

peroxidasa en 1 ml de amortiquador de carbonato de sodio O. 3 H, 

pH B.l, recien preparado, y se anadeo 100 ul. de una solucibn a1 

1111: de dinitrof1uorobenceno en etanol. absoluto. Se deja agitando 
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suavemente durante una hora en la oscuridad y se anade 1 m1 de 

una solucibn de periodato de sodio O. 08 M, se mezcla suavemente 

por 30 minutos y se agrega 1 ml de etilenglicol 0.16 M dejando 

una hora en agitacibn suave y en oscuridad. Se dializa contra 1 

litro de amortiguador de carbonato 0.01 M pH 9.5 por tres veces. 

se anaden 7.5 mg del anticuerpo de conejo purificado y se deja en 

agitacibn suave durante 3 horas. Se dializa contra un 

amortiguador de fosfatos (PBS), pH 7.5 y se diluye a 200 ug/ml en 

PBS pH '7. 8 y albb.mina sérica bovina (BSA) al 1%. Se guarda en 

oscuridad a -20 c. 

4.- Purificacibn de ovoalbumina (Al.exander,P. y col. 1966). 

se recogen las claras de 10 huevos, se mide el volumen y se 

agrega el mismo de una solucibn de sulfato de sodio saturada a 

32 c. se deja agitando por 2 horas, se elimina el precipitado por 

centrifugaci6n y se agrega una soluci6n de acido sulfbrico 0.2 N 

gota a gota hasta alcanzar un·pH de 4.6 a 4.8. Posteriormente se. 

agrega sulfato de sOdio en polvo lentamente y con agitacibn hasta 

la aparicibn de una opalescencia permaneote y se deja una noche a 

temperatura ambiente. Se centrifuga a 830 g y el precipitado se 

disuelve en un volumen de agua igual al volumen original de las 

claras y se llevan a cabo 3 recristalizaciones con sulfato de 

sodio, requiriéndose aproximadamente de 140 a 180 g de sal por 

litro de solución. Se dializa contra agua destilada y se 

liofiliza. 
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5.- Optimizacibn del ensayo inmunoenzim~tico (ELISA). 

se probaron 5 diferentes concentraciones de toxina en cuatro 

diferentes amortiguadores. Las concentraciones utilizadas fueron 

0.1, 0.3, 1.0, 3.0 y 10 ug/ml en los siguientes amortiguadores: 

bicarbonato de sodio 20 mM, pH 9. 2; PBS pH, 7. 8; acetato de 

amonio 20 rnM, pH 4.7 y glicina-HCl 20 mM, pH 2.5. 

La solucibn de lavado utilizada estA constituida por PBS, pH 7.8 

conteniendo Tween 20 al 0.05%. La solucibn para diluir es PBS, pH 

7.8, 10' suero de caballo, 1' albumina sérica bovina, y Tween 20 

al 0.05%. 

La solucibn de saturacibn es PBS, pH 7.8 , l'ls ovoalbumina y como 

sustrato se utilizb, ortofenilendiamina 0.4 mg/ml, hidroperbxido 

de urea 0.2 mg/ml, disueltos en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 

s. 
Se colocb 100 ul de una solucibn de toxina II-9.2.2 en cada una 

de las muestras a las concentraciones indicadas anteriormente en 

los diferentes amortiguadores en cada uno de los pozos de una· 

placa de poliestireno de 96 pozos (Costar) y se deja toda la 

noche a 4 C. se eliminb esta solucibn.y se lavb con la solucibn 

de lavado una vez. Enseguida se colocb en cada pozo 150 ul de la 

solucibn de saturacibn y se dejb durante 4 horas a temperatura 

ambiente. Se lavb en 5 ocasiones con la solucibn de lavado y se 

agregb 100 ul de la muestra con el anticuerpo y se dejb durante 

toda la noche a 4 c. Se lavb 5 veces y se colocaron 100 ul de la 

diluciOn adecuada del conjugado (R.1\M-POD) y se dejb incubando por 



4 horas a temperatura ambiente y en la obscuridad. Se lavo 5 

veces y se agregaron 100 ul de sustrato dejandose reaccionar 

durante 10 minutos a temperatura ambiente y en la obscuridad. Al 

al término 1 se anadieron 100 ul de HCl 6N para parar la reacción 

y se leyb la absorbencia a 490 nm en un espectrofot6metro para 

microelisa. 

6.- Purificacibn del antígeno FII-9.2. a partir del veneno del 

alacrAn Centruroides noxius. 

El veneno obtenido por estimulacibn eléctrica del telson del 

alacrAn es resuspendido en agua y centrifugado a 10000 g durante 

15 minutos para eliminar :restos celulares y material mucoso. El 

veneno soluble es generalmente liof.ili:z:ado y guardado a -20 e 

hasta su uso. El esquema de purificacibn utilizado fue 

originalmente descrito por Possani y col. 1981 1 y consiste 

brevemente en los siguientes pasos: Una solucibn conteniendo 0.5 

g de veneno es colocada en una columna de Sephadex G-50 de 2.9 • 

170 cm equilibrada· con acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 y ea 

eluida con el mismo amortiguador a un flujo de 50 ml/hr. En esta 

cromatografía se obtienen tres fracciones principales de lae 

cuales la fraccibn I y III no son tbxicas en ratones hasta una 

concentracibn de aproximadamente 120 ug por 20 g de peso 

inyectado intraperitonealmente. La fracción II constituye el 63 ~ 

del veneno recuperado y resulta letal en ratones. Esta fracci6n 

es posteriormente separada.en una columna de carboximetilcelulosa 

(CH-32, What:.man) en presencia del mismo amortiguador de acetato 
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de amonio 20 mM pH 4.7. 

De la separacibn en esta resina se obtienen por lo menos 14 

fracciones diferentes de las cuales 8 resultan ser tbxicas en 

mamíferos, (Possani y col., 1981) . Usualmente una tercera etapa 

cromatografica es necesaria para obtener 1.as toxinas en forma 

homogénea. De manera arbitraria se nombraron las toxinas de 

acuerdo a su patrbn de elucibn. Por ejemplo la fracción II-9, que 

es el principal componente tóxico se recromatog:rafi6 en una 

columna de carboximetilcelulosa, en presencia de amortiguador de 

fosfatos 50 mM pH 6, obteniéndose asi la fracci6n II-9.2. 

7.- Caracterizacibn quimica del antígeno. 

La secuencia amino terminal de.la toxina pura se determinó por 

medio de la degradación automAtica de Edman (Edman y col. 1967) 

en un microsecuenciador Beckman 890 M. La reduccibn, alquilaci6n 

y digestibn enzimAtica de la toxina y subsecuentemente la 

separacibn de los péptidos resultantes, por medio de 

cromatografia liquida de alta presi6n, se llev6 a cabo por 

técnicas descritas para otras toxinas (Possani y col. 1985). 

B.- Obtención de los anticuerpos monoclonales. 

a) Esquema general de trabajo: Utilizamos la t~cnica descrita 

originalmente por Franssen y col., (1981), con algunas 

modificaciones, como se describen mas adelante. 

Para poder inmunizar a los animales con el antigeno (FII-9.2,) 
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es necesario conjugarlo a una proteina acarreadora para aumentar 

su inmunogenicidad. se utilizó el método de acoplamiento mediante 

el uso de carbodiimida (Goodfriend y col., 1964). 

Una vez obtenido el conjugado se inmunizaron a los ratones de 

·acuerdo a un esquema 

respuesta inmune bptima 

de inmunizacibn que nos permitib una 

(ver mlis adelante) • Paralelamente se 

monto la técnica de ELISA para la detección de anticuerpos anti

toxina (ver inciso No. 5). 

Habiendo obtenido una buena respuesta por parte de los animales 

inmunizados se procedió a realizar l.a fusión celular entre las 

c~lulas de bazo de estos animales y las células de mieloma para 

la obtención de los hibridomas productores. Estos se sometieron a 

una clonacibn con e1 fin de separar 1as clonas productoras de las 

no productoras. Una vez obtenidas las clonas se procedib a la 

producción de anticuerpos in vitro e in vivo, por inoculacibn en 

ratones. Del llqu~do de ascitis obtenido se purificaron los 

anticuerpos monoclonales por medio de cromatografla de 

intercambio ibnico. 

b) Acoplamiento de la toxina 11-9.2.a tiroglobulina 

se disolvieron 10 mq de tiroglobulina y 20 mg de toxina en 0.5 ml 

de agua. A esta mezcla se le agregb 150 mg de carbodiimida recie.n· 

disuelta en 0.25 ml de agua. La reaccibn se terminb por diAlisis 

contra agua por 24 horas (un solo cambio de 1 litro de agua)~ 

e) Esquema de inmunizacibn. 

se usaron ratones hembras de la cepa Balb/c de aproximadamente 6 
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semanas de edad, criados en el bioterio del Instituto de 

Investigaciones Biom~dicas de la UNAM. El esquema de inmunizacibn 

utilizado se puede apreciar en la tabla No. 1. 

d) Medio de cultivo: 

El medio de cultivo utilizado en este trabajo fue el DMEM 

(Dulbecco' s Modified Eagle' s Mediuml, el cual se prepara de 

acuerdo a las instrucciones del distribuidor, disolviendo en agua 

recién destilada, ajustando la concentraci6n de glucosa a 4.5 g/1 

y de bicarbonato de sodio a 3.1 g/l y ajustando el pH a 7 con 

C02. 

se esterilizan en doble filtro Millipore de 0.22um, bajo presibn 

positiva de nitrbgeno y se guardan en alicuotas de 100 y 500 ml a 

4 e en l.a oscuridad. Al momento de usarlo se suplementa de 

acuerdo a las necesidades, segtln Franssen y col. 1981 

e) Congelacibn de células: 

Las células de 5 ml de medio con crecimiento Optimo ae 

centrifugan y resuspenden en 1 ml de medio DMEH completo al que 

se anade 541 de suero fetal bovino y 1_0, de dimetil sulfOxido a 

4 c. Se colocan en un cri.otubo en una caja de poliestireno con 

paredes de 1 cm de espesor, la cual se guarda a -BO e por 24 

horas y posteriormente, los criotubos se transfieren a un tanque 

de nitrbgeno liquido. Las células en estas condiciones se 

mantienen por tiempo indefinido. 
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f) Aislamiento de macrbfagos. 

Antes de sacrificar al ratbn es necesario tener prepárada una 

jeringa con 5 mJ. de sacarosa 0.34 M estéril a 4 C; dar un baP.10 de 

alcohol al ratbn después de matarlo para poderlo introducir 

dentro de la campana de flujo laminar, inyectarl.o 

intraperitonealmente con la solucibn de sacarosa y dar masaje. 

Puncionar la cavidad peritoneal con una aguja No. 18, recuperar 

el fluido con los macrbfagos en un tubo estéril y colocarlos en 

hielo. Centrifugar a 500 g por 10 minutos y resuspender en el 

medio adecuado. Si se recuperan los 5 ml originales se obtienen 

aproximadamente 2 millones de células por ratbn. Si se utilizan 

placas de 96 pozos se siembran 5000 celulas por cada 100 ul. 

g) Aislamiento de células de bazo4 

Para la obtencibn de las cé::lulas de bazo se sacrifica al rat bn 

siguiendo el procedimiento descrito en el inciso (f} y se extrae 

el bazo, se coloca en una caja Petri conteniendo medio ~MI y por 

perfusibn se obtienen las células. Se colocan en un tutlo y se 

dejan reposar para aislar particulas grandes de tejido. Se pasa 

el sobrenadante a otro tubo y se centrifuga a 500 g por 10 

minutos. Se lava 3 veces con e1 mismo medio. se cuenta la 

viabilidad de las células por tincibn con azul de tripano (Sigma) 

y en base a ésto, se mezcla la cantidad adecuada en un tubo con 

las c~lulas de mieloma. 
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TABLA No. 1: ESQUEMA DE INMUNIZACION. 

Inmunizacibn ug de conjugado Adjuvante Via de administraci6n 

1 200 completo subcuté.nea 

·2 200 completo suhcuttmea 

3 200 completo subcuté.nea 

4 (d!.a -1) 1 intraperitoneal 

•S !dia -4) so 100 200 intraperitoneal 

*6 (di a -3) so 100 200 intravenoso 

Entre la inmunizaci6n 1 y 2 hubo un intervalo de 2 semanas, entre 

la 2 y la 3, hubo un intervalo de 3 semanas, entre la 3 y la 4 

hubo un intervalo de 2 meses. 

•Por contar solo con tres ratones, se aplicaron diferentes 

dbsis, para evitar que murieran todos en caso de no soportar la 

dbais mas· alta de toxina por via intravenosa. Entre paréntesis se 

indican los días antes de la fusibn. 
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h) Fusibn celular. 

La fusibn se realizb utilizando células de mieloma de la linea 

SP2/0Ag-14 (Fransen y col. 1981) no productora de 

inmunoglobulinas, y células de bazo de ratones sensibilizados a 

la toxina II-9.2. Se utilizaron los bazos de 3 ratones Ba1b/c y 

como agente fusionante polietilenglicol de peso molecular 3 1 350 

(Sigma) • 

La relacibn que se utilizó de células de mieloma:células de bazo 

para llevar a cabo la fusibn fue de 1:4. 

Bazo de ratón 1: se obtuvieron 456 millones de células 

Bazo de ratbn 2: se obtuvieron 315 millones de células 

Bazo de ratbn 3: se obtuvieron 437 millones de células 

El vol~men final de cada lote fue de 10 ml. 

De las células de mieloma se obtuvieron 2 lotes: 

Lote .l: 40 millones de células 

Lote 2: 33.5 millones de células 

1Unbos lotes en un voltunen final de 10 ml. 

A partir de los datos anteriores se prepararon 6 tubos 

conteniendo 30 millones de células de bazo m&s 7 .s mill.ones de 

células de mieloma. Se centrifugb a 500 g por 10 minutos, ae 

descart6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en 0.5 

ml de una soluci6n de polietilenglicol al so•. El contenido fue 

agitado con una varilla de vidrio durante 90 segundos y se 

adicion6 0.5 ml de medio de cultivo. se agit6 por 90 segundos 

mAs, se anadieron sucesivamente volbmenes dobles de medio de 

cultivo con intervalos de 90 segundos hasta completar un total de 

B ml. Se centrifug6 a 500 g por 10 minutos retirando el 
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sobrenadante. Las células fueron diluidas en 5 ml de medio 

completo e incubadas por 2 horas, mezclando con suavidad en forma 

peribdica. se centrifugb eliminando el sobrenadante. El 

precipitado fué diluido en 20 ml de medio HAT y se aplicb a 

placas de poliestireno de 96 pozos que contenian 100 ul de mezcla 

de macrofagos (como c~lulas alimentadoras) obtenidos un d1a 

antes. se incubb a 37 e y atmosfera hflmeda con 5% de C02. 

En los dias S, 6 y 7 posteriores a la fusibn se reemplazb l.a 

mitad del medio por medio de cultivo fresco, con el fin de 

eliminar por dilución los posibles anticuerpos producidos por 

linfocitos B no fusionados, que abn sobrevivieran. 

El crecimiento celular a partir de este momento se revisb todos 

los dias hasta observar un crecimiento adecuado, momento en el 

cu61 se practicb el m6todo de ELISA a los sobrenadantes de todos 

los pozos para determinar en que pozos babia produccibn de 

anticuerpos anti-toxina II-9.2. Posteriormente se fueron 

expandiendo bnicamente las células correspondientes a los pozos 

positivos, primero en placas de 24 pozos y finalmente en botellas 

de 5 ml. En el momento que se cambiaba el medio de cultivo se 

practicaba la detecciOn de anticuerpos en el sobrenadante con el 

objeto de confirmar que estas células continuaban produciendo el 

anticuerpo. Después de congelar una alícuota de estas células se 

procediO a realizar la clonaciOn en medio semisOlido. 
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i) Clonacibn de los hibridomas en medio semisblido y deteccibn 

de Inmunoglobulinas. 

La preparacibn del medio de cultivo para la clonaci6n se llevb a 

cabo de acuerdo a lo descrito por Hérion y col. {1981). 

El medio de cultivo para clonacibn es mantenido a 45 e 30 minutos 

antes de usarse. 

Se colocan 10 ml del medio de cultivo para clonacibn en e/u de 24 

cajas Petri y se dejan solidificar en atmbsfera de 5\ de C02. 

Se colocan 2 ml de medio HT en e/u de 24 tubos y se adiciona a 

uno de ellos 200 ul de la suspensión de hibridomas a clonar. Se 

homogeniza en vortex y se toma una alicuota de 200 ul que se 

aplican en otro de los tubos con medio (dilucibn 1:10). Esta 

operacibn se repite 2 veces m&s. 

Una vez solidificado el medio de las cajas Petri se agrega 4 ml 

del medio para clonacibn a cada uno de los 24 tubos y se vacian 

en la caja correspondiente, previamente etiquetada. se deja 

solidificar a 36 e en atmbsfera htuneda con 5- de C02. 

Una vez que las clonas pueden ser observadas a simple vista 

(aproximadamente 15 dias despUés de sembradas) se procede a 

detectar las clonas productoras de inmunogl.obulinas de ratbn, 

cubriendo el. agar con una tercera capa, donde se encuentra 

disuelto un anticuerpo de conejo anti-ratbn. 

En 24 horas l.as clonas productoras presentaron un halo de 

precipitacibn alrededor de 1a misma. 

El suero de conejo anti-ratbn se inactiva a s6·c por 30 minutos, 

se titula y se diluye en un vol.tunen equivalente al que se pone de 

suero de caballo en el medio de cultivo. 
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j) Produccibn de liquido de ascitis. 

Las clonas productoras que presentan un halo de precipitacibn y 

que se aprecian aisladas, se recuperan con una pipeta Pasteur y 

se siembran en una caja de poliestireno de 96 pozos. El cultivo 

se expande hasta un crecimiento aproximado de 400,000 células/ml. 

Posteriormente se centrifuga y lava con medio DMEM, 

resuspendiéndose en el mismo medio a una concentracibn aproximada 

de 10 millones de células/ml. Se inoculan 200 ul de ésta 

suspensibn, intraperitonealmente, a ratones histocompatibles 

(BalQ/c) e inyectados 15 dS.as antes con Prist!ln l2, 6, 10, 14 

tetrametil pentadecano, Sigma) • 

cuando los ratones presentan los sintomas del tumor se cosecha el 

liquido de ascitis por puncibn en el abdomen. El liquido se deja 

una hora a temperatura ambiente hasta formar el coagulo de 

fibrina y se centrifuga a B30xg por 10 minutos en una centrifuga 

Beckman J21. Esta operacibn se repitib cada tercer dia hasta la 

muerte del animal. 

k) Caracterizacibn de los liquidas de ascitis por :medio de 

electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Los liquides de ascitis se analizaron por electroforesis en geles 

de poliacrilamida, preparados y aplicados de acuerdo a la tbcnica 

descrita por Reisner y col. (1975). Para esto, la muestra se 

prepara de la siguiente manera: 

El liquido de ascitis se diluyb (1;4) en la solucibn de muestra 

(amortiguador de tris-HCl pH e. 9, glicerol 1. Olk y azul de 

bromofenol 0.01 %) 4 ul de liquido de ascitis + 16 ul de solucibn 
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de muestra) y se aplicb 15 ul al gel de poliacrilamida. 

Se corrib a voltaje constante de 200 V hasta que el col.orante 

alcanzb la parte inferior del gel. Finalmente el gel se tinb 

durante 3 horas con azul de Coomassie G-250 y se destinb con 

~cido ac~tico al 10%. 

1) Purificacibn de l.os anticuerpos monoclonales a partir de 

liquido de ascitis. 

Se juntaron las allcuotas de liquido de ascitis de cada clona 

obtenidas a partir de 3 ratones y se ultracentrifugb a 50000 g 

durante 60 minutos, con el objeto de eliminar los llpidos. Se 

diluyb la muestra 1:4 en PBS pH 1.8, precipitando con un vol'f1men 

igual de solucibn saturada a 4 e de sulfato de amonio, se dejb 

reposar durante 1 hora en refrig~racibn y se centrifugb a 12500 g 

por 15 minutos, eliminando el sobrenadante. El precipitado se 

resuspendiO en 3 ml de amortiguador de Tris 20.mM, NaCl 40mH pH 

7.8 y se dializb durante 3 horas contra 100 veces su voltimen. Sa 

hizo ~n cambio y se dejb toda la noche a 4 C. Después de la 

dialisis se centrifugo a 12500xg por 15 minutos y se J.eyO la 

absorbencia a 280 nm. 

La purificaciOn de las inmunoglobulinas se hizo por cromatografia 

de intercambio ionico en DEAE-Celulosa. (Whatman). 



9) Caracterizacibn de los anticuerpos monoclonales. 

a) Determinacibn de la clase de inmunoglobulinas por la 

técnica de Ouchterlony (Weir, D.M., 1978). 

b) Ensayos de neutralizacibn. 

se determinb en primer término la dosis letal media {DLSO) de la 

·::toxina II-9. 2, inyectando por vla intraperitoneal, por cada 20 g 

de peso de ratbn de la cepa CDl, las siguientes cantidades de 

toxina: 6.88 ug, 3.44 ug, 1.72 ug, 0.86 ug, 0.5 ug, 0.43 ug, 0.3 

ug y o.25 ug. (Se utilizaron 5 ratones por dosis). A las 24 horas 

de inyectados se graficb el porcentaje de ratones muertos en 

funcibn del logaritmo de la concentraclbn de toxina y el punto 

obtenido al 50% se definib como la LOSO. Finalmente se probb cada 

uno de los anticuerpos monoclonales purificados en presencia de 

la toxina, en relacibn molar: 2:1, 1:1, 1:10 y 1:100 

(toxina:anticuerpo), tomando como base la DLSO de la toxina, 0.4 

ug/20 g de peso (0.057 nmoles). 

Previo a la inyeccibn la mezcla toxina-anticuerpo se incubb 

durante 1 hora a 37 e, inoculando un volbmen no mayor de 200 ul a 

cada ratbn, por v!.a intraperitoneal., util.izando lotea de 5 

ratones para cada ensayo. Los controles fueron animales 

inyectados con anticuerpo puro, toxina pura y con una mezcla de 

toxina-anticuerpo monoclonal ·inespec!.fico. 
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e) Determinacibn del titulo de los anticuerpos monoclonales. 

Para la determinacibn del titulo de los diferentes anticuerpos 

monoclonales se utilizb el m~todo de Inmune Ensayo EnzimAtico 

(ELISA), pegando una cantidad constante de toxina FII-9.2.2 a la 

fase sblida y haciendo reaccionar cantidades crecientes de 

anticuerpo, utilizando las siguientes concentraciones en ug/ml 

(O.O, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0, 10, 30, 100, 300). El titulo se 

tomb como la cantidad de anticuerpo que reacciona produciendo la 

mitad de la absorbencia m&.xima. 

10} Ensayo Inmune Enzimhtico (ELISA}. 

a) Experimentos de uni6n. 

Se utilizaron placas de polivinilo de 96 pozos a las cua1es se 

les pegb la toxina FII-9.2.2 por incubacibn a 4 C durante toda la 

noche (100 ul de una solucibn de 3 mg/l en bicarbonato de sodio 

20 mM pH 9.2). Después de saturar con ovoalbwnina (l' en PBS, 2 

hrs. a temperatura ambiente) a los sitios en que no se pegb l.a 

toKina, se agregaro'n los anticuerpos (diluidos en PBS pH 7. a, 

Tween 20 O.OS\, suero de caballo 10,, albumina sérica bovina l•) 

y se incubb toda la noche a 4 c. La unibn de los anticuerpos se 

revelb utilizando un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa 

(RAM-POD, dejando en incubacibn 4 horas a temperatura ambiente y 

luego agregando un sustrato cromogénico, ortofenilendiamina 0 .. 4 

mg/ml e hidroperbxido de urea 0.2 mg/ml en buffer de fosfatos 0.1 

M pH 5.0. 
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b) Ensayos de competencia .. 

Se prepararon placas cubiertas con toxina FII-9.2.2, de 1a misma 

forma antes mencionada. Los pozos se llenaron' con 50 ul de una 

dilucibn del p~ptido inhibidor, o de veneno total y 50 ul de una 

dilucibn del anticuerpo monoclonal correspondiente. Despu6s de 

dejar la mezcla en incubacibn toda la noche a 4 e, los 

anticuerpos que se pegaron a la placa se revelaron como ya se 

.describib previamente. 

e) ELISA en sandwich. 

Los anticuerpos monoclonales purificados se marcaron con 

peroxidasa de rAbano picante de acuerdo a Nakane, P. (1979). Por 

otro lado se pegb a placas de ELISA por incubacibn a 4 e toda la 

noche el anticuerpo monoclonal purificado correspondiente (4 mg/l 

en PBS) • 

Desp~6s de saturar los sitios libree de 1a placa con ovoalbflm.ina, 

se agregb la toxina FII-9.2.2 (6 ug/m1 en l?BS pH 7.8, tveen 20 

o.os•, suero de caballo 10•, albumina s6rica bovina 1t) y se dej6 

incubando toda la noche a 4 c. El exceso de toxina ae eliminb por 

lavado y se adicionb el anticuerpo monoclona1 marcado con 

peroxidasa (8 mg/l en PBS pR 7.8, Tveen 20 D.DSt, suero de 

caballo lOt, albbmina s~rica bovina lt). Después de incubar 

durante 4 horas a temperatura ambiente, los anticuerpos pegados a 

la placa fueron revelados usando el substrato crombgeno. 
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III/ RESULTADOS. 

1.- Purificacion de 1a toKina II-9.2.2. 

En la figura 1 se muestran los pasos cromatograficos seguidos 

para la purificacibn de la toxina II-9. 2. 2 a partir del veneno 

del alacrhn ~ noxius. Las dos primeras separaciones, Sephadex G-

50 y CM-CeJ.ulosa a pH 4. 7 han sido ya reportadas por Possani y 

col. {1901). Los pasos siguientes de purificacibn representan 

modificaciones de l.a técnica original. El componente II-9 

obtenido de la segunda cromatograf!a, se pasb por una columna de 

CM-Celulosa a pH 6, obteniendose el componente II-9.2. 

Posteriormente, este componente se pasb por la misma columna 

anterior, pero ahora a pH a, obteni~ndose el componente II-9.2.2 

y un componente adicional que se le llamb II-9.2.3, ambos tbxicos 

para mamiferos. La fraccibn II-9.2.2 se pasb a trav6s de una 

col.wnna de fase reversa C18 en un cromatografo 1iquido de al.ta 

presibn (HPLC), obteniendose de esta forma el componente 

homogeneo (fig.2). 

2.- Oeterminacibn de la estructura primaria de los componentea 

II-9.2.2 y II-9.2.3. A 1a fracc~bn principal, en cantidad 

(fig.2), (tbxico para mamiferosl, se le determ.inb su composicibn 

de aminoAcidos de acuerdo al m~todo descrito por Heinriltson y 

col. (1984) y Bidlingmeyer y col. (1984). Adem&.s se comprobb l.a 

secuencia de aminohcidos amino terminal, que correSpondib a la ya 

reportada con anterioridad· (Possani y col. 19Bla) • Con el objeto 

de determinar también l.a secuencia de l.a regibn carboxilo 
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Figur• 21 Purific•ciOn de las tcninai; Il-9.2.2 y Il-9.::?.:S por 
HPLC, 
L•s toxinas II-9.2.2 <i:quierdal y 11-9,2.3 {derecha>, ~o 

apllc•ron a una cclumna C18 equilibrad• con Q.12~ de ~cidc 
triflucrcoacéticc tTFAI en o11gua y ll!lutd.a ccn un 9r-a1enta lino<.'11 d11 
acetonit1•ilo con 0.1,-. de TFA, da O a bO':'. en bO minutou.. Con un 
fluJc de 1 ml/min. Las tc11tnau puras II-9.2.2 y 11-9.2.3 
corresponden • lo5 tiempos de retenc1on 4~.42 y 4b,b 
respectivamente, 
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terminal de esta toxina, se redUjo y carboximetilb la proteina, 

utilizando Acido iodoacético para realizar la alquilacibn 

(Possani y col., 19Blb). Posteriormente este material reducido y 

carboximetilado se digirib con la enzima ve de Staphylococcus 

~, obteniéndose de esta forma una serie de pbptidos que se 

purificaron por HPLC (fig. 3) y que se colectaron para determinar 

su secuencia de aminoAcidos por separado, por medio de una 

degradaci6n de Edman automatizada utilizando un secuenciador 

Beckman 890 M de acuerdo al método de Edman y Begg (1967) • De los 

péptidos secuenciados, el péptido cuyo tiempo de retencibn 

corresponde a 35.50, resulto tener la secuencia de la regibn 

carboxilo terminal (fig. 4) Es importante resaltar que la 

secuencia ya estaba determinada hasta el aminokcido 63 de los 66 

esperados en base a la composici6n de aminoAcidos, es decir que 

en esta tesis se contribuyb con el hallazgo de los 3 últimos 

aminoAcidos de la regibn carboxilo terminal, que se sabe por la 

experiencia en nuestro laboratorio es la porcibn. de la secuencia 

mas dificil de ser determinada. 

Por otro lado el componente II-9.2.3 se procesb de la misma forma 

para la determinacibn de la composicibn de aminoAcidos (tabla 2), 

y secuencia amino terminal consiquiendose secuenciar hasta el 

aminoAcido No. 31 (tabla 5). 

3.- Optimizaci6n del m~todo Inmuno-Ensayo EnzimAtico (ELISAJ 

Para poder detectar de una manera eficiente y especifica los 

anticuerpos monoclonales era necesario seleccionar un m~todo que 

nos permitiera hacer esto. El método seleccionado ~ue el de 
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Figura 3: Separacibn de peptidos, obtenidos por digestibn con 
proteasa ve de la toxina C.n.II-9.2.2 reducida y carboximetilada 
por HPLC. 
300 ul de la toxina C.n.II-9.2.2 (5 nmoles) tratados con proteasa 
VB fueron aplicados a la columna (ClB) utilizando las condiciones 
descritas por Possani y col. (1985). El p~ptido 35.S corresponde 
a la regibn e-terminal de la toxina. 
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Figura 4: Secuencia completa de aminobcidos de la toxina c.n.II-
9.2.2. 
O: significa la secuencia obtenida en forma directa por la 
degradacibn de Edman. va: significa la secuencia del péptido 
(35. 5) obtenido por la digestibn con proceasa va y separado por 

HPLC de acuerdo al téxto de la figua No. 3. 
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Tabla 2: Composicibn de aminohcidos de las toxinas II-9.2.2 
y II-9.2.3 del alacr!t.n centruroides noxius Hoffman. 

Amino!t.cido Toxina iI-9.2.2* Toxina II-9.2.3 

As>< 6.0 ( 6) 2.1 (2) 
Tre 1.9 (2) 4.1 (4) 
Ser 0.9 (1) (0) 
Glx 6.0 (1) S.6 ( 6) 
Pro 1.9 (2) 2.2 (2) 
Gli 6.9 (1) 7.7 18) 
A1a 4.0 (4) 4.2 (4) 
Cis 8.6 (8) 7.1 (1) 
Val 2.0 (2) 3.0 (3) 
Met (0) (0) 
.lle (1) 0.7 (1) 
Leu 6.0 (6) 7.1 (1) 
Tir 6.3 (6) 6.1 (6) 
Fen 1.4 (1) 3.3 (3) 
His (1) (0) 
Lis 7.3 (8) 7.4 (7) 
Arg 1.9 (2) 3.7 (4) 
Trp n .. d. (1) n.d .. 

----------------------------------------------------------Total 65 64 

n.d.= no determinado 
*>= Los valores entre parentesis, fueron obtenidos 

por secuencia de aminohcidos. 
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inmuno-ensayo enzimll.tico. Dado que cada antlgeno requiere de 

condiciones especificas de reaccibn para su detecci6n, en l.a 

figura No. 5 se pueden apreciar las condiciones bptimas de 

concentracibn y pH para esta toxina tantigeno) • 

4.- Obtencibn de los Anticuerpos Monoclonales. 

Se obtuvieron 6 cl.onas independientes de hibridomas que se 

nombraron de la siguiente manera: BCFl, BCF2, BCF3, BCF1, BCFB Y 

BCF9. Cada una de estas clonas se inoculb en la cavidad 

peritoneal de ratones Balb/c tratados previamente con Pristan. 

Los anticuerpos monocl.onales se purificaron del liquido de 

ascitis por medio de cromatografia de intercambio ionice en DEAE

celulosa. La figura No. 6 muestra los resultados del anéliois de 

los 6 anticuerpos monoclonales purificados en un gel no 

desnaturalizante de poliacrilamida, en donde se observa una sola 

banda de inmunoglobulina en cada preparacibn. Ademas, se puede 

apreciar que el corrimiento electroforl:!tico de algunos de los 

anticuerpos es diferente. 

s.- Caracterizacibn de los .Anticuerpos Monoclonales. 

a) Determinacibn del titulo de los anticuerpos. 

El primer ensayo para caracterizar los anticuerpos obtenidos fué 

la determinacibn del titulo de cada uno de ellos. Como se muestra 

en la figura No. 7, los 6 anticuerpos monoclonales se unen en 

forma dependiente de dosis a placas de BLISA con FII-9.2.2 

pegada, mientras que no se observa unibn con IgG normal de ratbn. 



E 
e 
N 

"' 

2.0 

:1.0 

1 

& pH 9.2 
• pH 7.8 

37 

o pH 4.7 
• pH 2.5 

4 7 

pg/ml (ll.9.2.2) 

Figura 5: Optimizacibn del Método de ELISA. 
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Placas de polivinilo se recubrieron con diferentes 
concentraciones de toxina c.n.II-9.2.2 en diferentes 
amortiguadores: glicina-He! 20 mM pH 2.s (e), acetato de amonio 
20 mM pH 4.7 {o), fosfato de sodio 20 rnM pH 1.8 (A) y bicarbonato 
de sodio 20 mM pH 9,2 <•>. La toxina se hizo reaccionar con un 
suero policlonal de ratbn anti-C.n.II-9.2.2 en una dilucibn 
1:5000. La reaccion se revelb con un segundo anticuerpo conjugado 
a peroxidasa (conejo anti-ratbn). Se observb que el pH bptimo 
para pegar el ant1geno a la placa de polivinilo es de 9.2. La 
concentracibn bptima de antigeno resultó ser de 3 ug/ml. 
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Figura 6: AnAlisis electroforbtico de los anticuerpos 
monoclonales anti-C.n.II-9.2.2 purificados. Se utilizb la t6cnica 
de Reisner, A.H. y col. (1975). (geles de poliacril.amida al 7 .st 
pH 8.9.) Se aplicaron 30 ug de cada anticuerpo monoclonal: BCFl 
(carril 1), BCF3 (carril 2), BCF2 (carril 3), BCF7 (carril 4), 

BCF9 (carril 5) y BCFB (carril 6) . Despu6s de la electroforesis, 
el gel fue teftido con azul de Coomassie G250. 
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Concentraci6n de Ac monoclonol ( mg/L) 

Figura 1: Titulaci6n de los anticuerpos monoclonales anti-c.n.II-
9.2 por ELISA. 
Diluciones seriadas de los anticuerpos monoclonales purificados, 
o IgG normal de rat6n {control} , fueron incubados en las placas 
de ELISA con la toxina C.n.II-9.2 pegada. La uni6n de los 
anticuerpos se revel6 usando anticuerpos de conejo anti-ratbn 
conjugados a peroxidasa. Los resultados son promedio de 
triplicados. 
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La concentracibn de anticue:r:po requerida para obtener SOIJI del 

m~ximo de unión varib entre 0.03 y 0.1 mg/l. 

b) Determinación de la especificidad de los anticuerpos. 

La especificidad de los anticuerpos monoclonales para la FII-

9. 2. 2 fut!. demostrada en experimentos de competencia (fig. 8) en 

los cuales se muestra que la toxina libre puede inhibir la unión 

de los 6 anticuerpos monoclonales a la toxina unida a la fase 

sblida. La concentracibn de toxina requerida para producir 50~ C1e 

inhibicibn varia entre 0.1 y 3 mg/l para los diferentes 

anticuerpos. 

El componente FII-9.2.3 fue capaz de inhibir sblo la unibn de los 

anticuerpos BCFl y BCFB, no asi la de los anticuerpos BCF2, BCF3, 

BCF1 y BCF9 {fig. 8) hasta las concentraciones probadas (30 

mg/l). 

La concentraci6n de la toxina II-9.2.3 requerida para producir el 

5011 de inhibicibn fue de 1.58 mg/l para el anticuerpo BCFl y de 

o.28 mg/l para el anticuerpo BCFB, muy similar a las requeridas 

para la toxina II-9.2.2 para obtener la misma inhibicibn (BCFl, 

2.5 mg/l; BCFB, 0.25 mg/l). Esto parece indicar que los 

anticuerpos 1 y 8 reconocen con la misma afinidad un determinante 

antig~nico que es compartido por estas dos toxinas. Adem~s, estos 

resultados indican tambi~n que estos ·dos componentes son 

diferentes entre si, puesto que los anticuerpos 2,3,1 y 9 no 

reconocen a uno de ellos. 
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e) competencia entre 1os anticuerpos monoclonales por la unibn 

a FII-9.2.2. 

La unibn de los 6 anticuerpos monoclonales a epitopes distintos o 

compartidos Cie la toxina II-9.2.2 fue investigado en un ELISA en 

sandwich, en el cual uno de cada par de anticuerpos utilizado fue 

inmobilizado a la placa de ELISA y el otro fue marcado con 

p~roxidasa y usado para detectar el complejo de FII-9.2.2 con el 

anticuerpo inmobilizado. Se probaron todas las posibles 

combinaciones entre los anticuerpos; por ejemplo, el anticuerpo 

BCFl con el BCF2, BCFl con BCF3, BCFl con BCF7, BCFl con BCFB y 

BCFl con BCF9, mostrAndose que el anticuerpo BCFl es capaz de 

unirse a la toxina II-9.2.2 abn cuando 6sta esté unida a 

cualquiera de los anticuerpos BCF2, BCF3, BCF7 y BCF9. Esto no 

sucede cuando ésta est~ unida al anticuerpo BCFB, lo que indica 

que este anticuerpo (BCFl) reconoce un determinante antigénico 

diferente al que es reconocido por los otros ~ticuerpos, pero 

éste es el mismo o muy cercano al reconocido por el anticuerpo 

BCF8. El mismo comportamiento se observa con el anticuerpo BCFB •. 

Los anticuerpos BCF2, BCF3, BCFi y BCF9 inhiben su unibn a 1a 

toxina entre s~, indicando que éstos pudieran reconocer el mismo 

determinante antigenico o determinantes muy cercanos (fig. 9). 

d) Presencia de componentes en el veneno de otras especies de 

alacr~n que dan reaccibn cruzada. 

Se llevb a cabo un experimento de competencia en ELISA, en el 

cual la unibn de los anticuerpos monoclonales BCF2, BCF3, BCF1, 
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Figura 9: Unibn sirnultllnea de dos anticuerpos monoclonales a la 
toxina C.n.II-9,2,2 por ELISA en sandwich. 
Las . placas de ELI SA fueron recubiertas con IgG de ratbn, con 
anticuerpos BCFl, BCF2, BCF3, BCF1, BCFB, DCF9 o con toxina 
C.n.II-9.2.2. Después de saturar con ovoalbtimina, l.os pozos 
recubiertos con anticuerpo se incubaron con toKina c.n.II-9.2.2. 
Después de l.avar, la toxina unida se revelb usando los 
anticuerpos monoclonales marcados con peroxidasa, BCFl, BCF2, 
BCF3,. BCF7 o BCFB. Los valores de absorbencia a 492 nm obtenidos 
en los pozos recubiertos con IgG de ratbn , se tomaron como ruido 
de fondo. Cuando para un par dado de anticuerpos los valores de 
absorbencia obt.enidos son menores del ruido de fondo, se 
representan por cuadros blaricos. Cuando los valores son mayores 
de 2 veces el ruido de fondo los resultados se representan por 
cuadros obscuros. Los resultados son medias de duplicados. 
-POD: significa anticuerpo marcado con peroxidasa. 
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BCFB y BCF9 a la FII-9.2.2 se ensayb en presencia de venenos de 

varias especies de alacrAn. Con los anticuerpos BCF2 y BCF1, se 

observb la presencia de componentes que producen reaccibn cruzada 

en el veneno de ~ limpidus limpidus, ~ lirnpidus tecomanus, 9..:,. 

limpidus acatlanensis, ~ suffusus suffusus y ~ infamatus 

infamatus. No asi para los venenos de los alacranes Tityus y 9..:,. 

elesans (fig. No. lOa y 10c). 

Con el anticuerpo BCF3, se encontraron componentes que cruzan en 

todos los venenos de las especies Centruroides probadas, excepto 

para ~ elegans. El veneno de Tityus serrulatus no muestra 

inhibicibn (fig. No. 10b). 

Con los anticuerpos BCF9 el veneno de ~ limpidus acatlanensis 

reacciona tan bien como el veneno de ~ ~- El veneno de 

9.:,. limpidus tecomanus y S.:. limpidus limpidus fueron alrededor de 

3 veces menos potentes y la reac~ibn con los venenos de los 

alacranes ~ infamatus infamatus y ~ suffusus suffusus fue de 30 

a 100 veces menos potente. Por bltimo los venenos de ~ eleqans y 

!.:. serrulatus no dan inhibicibn significativa (fig. No. lOe). Por 

otro lado los venenos de todas las especies de Centruroides 

contienen niveles muy similares de .componentes que cruzan con el. 

anticuerpo BCFB (fig. No. 10d). 

e) Reaccibn cruzada de otras toxinas de alacr6n con los 

anticuerpos monoclonales. 

Para poder explorar una posible relaci6n inmunoqulmica entre 

toxinas del mismo veneno as~ como entre toxinas de otras especies 

de Centruroides, se llevaron a cabo experimentos de competencia 
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Figu·ra 11: Reaccibn cruzada de otras toxinas con el anticuerpo 
monoclonal BCFB. 
La uniOn del anticuerpo monoclonal BCFS (1.5 mg/l) a la toxina 
C.n.II-9.2 se probb en la presencia de diluciones seriadas de 
C.n.II-9.2, (o), C.n.II-10 (e), C.n.II-14, toxina 1 de C. l. 
tecomanus (V). Los anticuerpos unidoff se revelaron usando 
anticuerpos de conejo anti-ratOn conjugados a peroxidasa. La 
relaciOn entre la absorbencia a 492 run en presencia de competidor 
y la absorbencia en su ausencia se graficO contra la 
concentraciOn de toxina. Los resultados son el promedio de 
triplicados. · 
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con los anticuerpos monoclonales y toxinas puras. Los resultados 

obtenidos indican que las toxinas del alacrAn f:.!_ ~ II-9.2.2, 

II-10, II-14 asi como la toxina 1 del alacrAn ~ limpidus 

tecomanus, compiten casi de manera idéntica por la unibn al 

anticuerpo BCFB (fig. 11), no observ6ndose reconocimiento con los 

otros anticuerpos. 

f) Ensayos de neutralizacibn. 

Grupos de 5 ratones de la cepa CDl fueron inyectados por via 

intraperitoneal con mezclas de 7.5 DLSO de toxina II-9.2.2 

previamente incubadas con cada uno de los anticuerpos 

monoclonales en una relacibn molar 1:10 (toxina:anticuerpo) por 

una hora, a 37 C. Normalmente deberla haberse utilizado una 

concentracibn de toxina que correspondiera a una dosis de LDSO .. 

Sin embargo, queríamos estar seguros que nuestros anticuerpos 

monoclonales eran capaces atm de neutralizar a una dosis letal 

100%. Revisando la literatura (Jean-Claude Boulain y col. 1982, 

Bahraoui E., y col., 1988), encontramos que varios autores han 

utilizado varias dosis LD50 para sus ensayos. Al realizar estos 

experimentos de neutralizacibn se observa que todos los 

anticuerpos retardan la accibn letal de la toxina en comparacibn 

al control inoculado solo con la toxina o con la toxina incubada 

con un anticuerpo no relacionado (BNTX16). De los cinco ratones 

inoculados con la mezcla de toxina-BCF2, 3 de ellos tardaron en 

morir 15 horas y los dos sobrevivientes se mantuvieron en 

observacibn durante 3 semanas haciendo pensar que este anticuerpo 

tiene accibn neutralizante. (Tabla 3). 
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TABLA No. 3: Ensayo de neutralizacibn in ~ de anticuerpos 
monoclonales. 

Mezcla inyectada sobrevivientes Tiempo promedio de 
sobrevivencia. Solo de 
los ratones que murieron 

---------------- --------------- -----------------------c.n. 11-9.2.2 0/5 20 minutos 
c.n. II-9.2.2 + BNTX16 0/5 20 minutos 
C.n. II-9.2.2 + BCFl 0/5 60 minutos 
c.n. II-9.2.2 + BCF2 2/5* 60 horas 
c.n. Il-9.2.2 + BCF3 0/5 15 horas 
c.n. II-9.2.2 + BCF7 0/5 60 minutos 
c.n. II-9.2.2 + BCFB 0/5 60 minutos 
c.n. 11-9,2,2 + BCF9 0/5 60 minutos 
Solo anticuerpos monoclonales 5/5 

* Los 2 ratones que sobrevivieron se mantuvieron en 
observacibn durante 3 semanas. 
BNTX16 es un anticuerpo monoclonal dirigido contra una toxina no 
relacionada. 
7.5 LOSO de toxina c.n. II-9,2.2 fueron incubadas con el 
anticuerpo monoclonal en una relacibn molar 1: 10 (toxina
anticuerpo) e inyectadas por via intraperitonea1 ed S ratones. 
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IV/ DISCUSION. 

En la discusibn de los resultados obtenidos durante el desarrollo 

de esta tesis, queremos analizar algunos puntos especificas. Para 

esto vamos a dividir esta secci6n en algunos apartados: 

1 .. Aislamiento y caracterizacibn del antigeno. 

En esta tesis reportamos una estrategia para la separacibn 

homogénea de dos toxinas del veneno del alacrb.n 5::.:_ ~. la 

elucidaci6n completa de la estructura primaria de la toxina II-

9.2 .2 y la secuenciacibn de la regi6n N-terminal de la toxina II-

9.2.3. 

La purificacibn de la toxina II-9.2.2 fue publicada anteriormente 

por Possani y col. (1981), partiendo del veneno total pasado por 

una columna de filtracibn molecular seguido de dos columnas de 

intercambio ionice. En este trabajo se adicionb un paso m&s de 

purificacibn, en una columna de CM-celulosa a pH 8 obteni6ndose 

un segundo componente al que se le llamb II-9.2.3. Este fue 

tbxico para ma.mifeios en dosis de algunos microgramos (6 ug) por 

20 gramos de peso de ratbn. Tanto el componente II-9.2.2 como el 

componente II-9.2.3 se pasaron por HPLC para comprobar su pureza. 

(fig. 2). 

Se comprobb la secuencia amino terminal de la toxina II-9.2.2 y 

se determinb la secuencia carboxilo terminal que aún no babia 

sido reportada, haciendo una digestibn con Proteasa ve de 

estafilococo y secuenciando cada uno de los peptidos obtenidos de 

esta digestibn, armando asi el mapa peptidico (fig.3 y 4). 
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De la nueva eoxina II-9.2.3 se determinb la secuencia de 

aminokcidos amino terminal llegando hasta el aminokcido 37, 

encontrando que ambas toxinas difieren en los aminokcidos: 7, e, 
9, 17, 31, 32, 33 y 34 ltnbla 5). 

Como discutiremos mas adelante, el antigeno inicialmente 

utilizado para l.a generacibn de. las l.ineas celul.ares hibridas 

productoras de anticuerpos monoclonales fue la toxina II-9.2, la 

cual, contiene dos toxinas: la II-9.2.2 y la II-9.2.3. 

2. Obtencibn de hibridomas productores de anticuerpos 

monocJ.onal.es. 

Se obtuvieron seis lineas de hibridomas productores de 

anticuerpos monoclonales contra la toxina II.-9.2 del veneno del 

alacr~ Centruroides ~- Los seis anticuerpos fueron capaces 

de unir en forma dependiente de dosis a la toxina II-9.2 .. 2 

difiriendo en la concentracibn requerida para obtener el so• de 

unibn mhxima, como se discutirh mas adelante. 

Por lo~ ensayos de ¡LISA en sandwich se puede observar que 1os 

anticuerpos 1lamados BCFl y BCFB reconocen un determinante 

antig6nico dif'erente al que es reconocido por los anticuerpos 

llamados BCF2, BCF3, BCF1 y BCF9. Aparentemente los anticuerpos 

BCFl y BCF8 reconocen el mismo determinante antig~nico o 

determinantes antigénicos muy cercanos que por impedimento 

estéiico no permiten la unibn de los dos anticuerpos a la vez; o 

posiblemente se produce un cambio de conformacibn al reaccionar 

el primer anticuerpo con la toxina, el cua~ enmascara el segundo 

determinante antig~ico. Lo mismo puede suceder entre los 
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anticuerpos BCF21 BCF3, BCF1 y SCF9. 
! 

Puesto que el antigeno usado/ para producir y detectar los 

anticuerpos monoclonales habia/ sido la fraccibn II-9.2 original 

se decidib probar el reconocirt)iento de los anticuerpos por las 

dos nuevas fracciones encontrarldo que los anticuerpos BCFl y BCFB 
1 

son los tlnicos capaces de reconocer a la toxina II-9.2.3, 
1 

(fig.B). Se podria pensar que puesto que se usb como anti.geno una 
. 1 

mezcla de dos toxinas, los anticuerpos llamados BCFl y BCFS, 
! 

podrian ser una mezcla de dos anticuerpos. Para descartar esta 
¡ 

posibilidad, se utilizaron dos columnas de afinidad, pegando en 
1 . 

una, toxina II-9.2.2 a Sepharosa 4B, por el m~todo de bromuro de 

cianbgeno (Porath, H. 1968,¡ Axen R. y col., 1961) y la otra 

pegando la toxina II-9.2.3 por el mismo m~todo. Por cada una de 
1 

estas columnas se pasaron primero el anticuerpo BCFl y, tanto lo 
1 

que ae pegb a la resina como lo que se eluyb de 6sta, con ~cido 
1 

ac~t~co 0.1 M, se probb el reconocimiento en ensayos de ELISA. 

Para las dos columnas, ambas¡ fracciones, siguie~on reconociendo a 
1 

las dos toxinas, lo mismo se realizb con el. anticuerpo BCFB, 
• 1 

obteniendose resultados similares, por tanto, podemos estar 
1 

seguros de que no es una¡mezc~a·de anticuerpos y que estas 

toxinas comparten determinante(sl antig6nico(s). Ademas, se· 
1 

comprueba una vez mas que estos anticuerpos son diferentes a los 
1 

anticuerpos BCF2, BCF3, BC,7 y BCF9. 

1 
ven:~º:~· anticuerpos monrlonales reconocen toxinas de otros ., ,. .... ·~· -~··r- ··-· .. -··· ~ .,._ ~· 
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género centruroides y del género Tityus se observa que estos 

reconocen a alqun(s) componente(s) en la mayoria de los venenos 

de los alacranes del género Centruroides no asi del veneno de los 

alacranes del género Tityus. Existe un comportamiento similar 

entre todos los anticuerpos excepto para el anticuerpo BCFB, el 

cual reconoce perfectamente todos los venenos del género 

Centruroides y se puede obtener una inhibicibn completa en una 

escala de concentracibn muy similar al del veneno de Centruroides 

~ (fig.10 ), demostrando asi la presencia de un componente 

anAlogo en diferentes concentraciones o con distinta afinidad por 

los anticuerpos monoclonales en los venenos probados. 

En vista de estos resultados se decidib probar algunas toxinas 

puras con las que se contaba en el l.aboratorio, frente a estos 

anticuerpos. Al hacer reaccionar l.os anticuerpos con toxinas 

puras del veneno del mismo alacrAn (II-10 y II-14) y del alacran 

Centruroides limpidus tecomanus (toxina 1), sblo el·anticuerpo 

BCFB fue capaz de reconocer estas tres toxinas (fig. 11). El.lo 

podria explicar su comportamiento ante los diferentes venenos 

(curvas de despl~zamiento muy semejantes) ya que estl 

reconociendo a mAs de un componente en un mismo veneno y la 

conc·entracibn absoluta de é'ste aumenta. Ademas, esto comprueba 

que este anticuerpo estA reconociendo un determinante antig~nico 

diferente al. que reconocen los otros anticuerpos. 

Alineando la secuencia de las toxinas II-9.2.2, II-10, II-14 y 

toxina 1 y haciendo una comparacibn de las graficas de 

hidrofobicidad obtenidas pOr un anAlisis de acuerdo a Hopp y Wood 

(1984) , podemos imaginar que posiblemente la regibn que comparten 
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sea la regibn que se encuentra entre los aminoAcidos localizados 

en la posicibn 16 y 19 ya que se encuentra muy conservada entre 

estas toxinas (fig.12 ). 

Lo mismo podemos hacer con respecto a los anticuerpos BCF2, BCF3, 

BCF7 y BCF9, puesto que a pesar de que estas cuatro toxinas 

presentan alta similitud en cuanto a la secuencia de amino~cidos 

·y en cuanto a patrones de hidrofobicidad, ~stos no son capaces de 

reconocerlas, por lo que inferimos que estos anticuerpos 

reconocen precisamente la regibn que es diferente entre la toxina 

II-9.2;2 y las otras toxinas. La regibn combn podría estar 

situada entre los aminoAcidos 6 a 9 y 30 a 35 con respecto a la 

secuencia y entre la posicibn 1 a 11 con respecto a 

hidrofobicidad (fig.12, tabla 4}. En relacibn a las toxinas II-

9. 2. 2 y II-9. 2. 3 podemos decir que los anticuerpos BCFl y BCFB 

podr!.an reconocer las regiones mAs parecidas entre las dos 

toxinas y que los anticuerpos BCF2, BCF3, BCF7 y BCF9 reconocen 

las regiones que varian entre éstas. 

Sumando estos datos de secuencia (II-9.2.3) con los datos ya 

obtenidos en la reaccibn de los anticuerpos con l.as otras 

toxinas, se podría sugerir la posibilidad de que l.os anticuerpos 

BCF1 y BCFB reconocen una zona que abarca a l.a region amino 

terminal.. (aminoAcidos 1 al 6) y los anticuerpos BCF2, BCF3, BCF7 

y BCF9 una regibn que invol.ucre l.os aminotlcidos 7, B y 9 y l.os 

aminokcidos de la regibn 30-35. Sin embargo, estos resultados no 

son concluyentes, puesto que tOdav!.a nos falta determinar la 

regibn C-terminal de la toxina II-9.2.3. 
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4. Experimentos de neutralizacibn "in vivo" de la toxina II-

9.2 .2 por los anticuerpos monoclonales. 

Se probb la capacidad neutralizante de estos anticuerpos, 

inyectando intraperitonealmente una mezcla de toxina II-9.2.2 y 

anticuerpo (relacibn molar 1:10) usando 7.5 DL50 (en base a lo 

que se mencionb en el inciso (f) de material y métodos), Se 

observb que todos los anticuerpos retardan la muerte del animal, 

en comparacibn con el control, (tabla 3) notandose que el 

antic.uerpo BCF2 retardb la muerte a 3 de 5 ratones por 15 horas, 

y los dos sobrevivientes se mantuvieron vivos durante 3 semanas. 

Se podría decir que este anticuerpo tiene la capacidad de 

neutralizar la actividad de esta toxina. Experimentos previos de 

inhibicibn de unibn de la toxina marcada con yodo radioactivo a 

sinaptosomas de rata hechos en el laboratorio por Georgina 

Gurrola, indicaron que ciertamente el anticuerpo BCF2 es el qUe 

produce una inhibicibn del pegado mayor que la que producen los 

otros anticuerpos (92%) aunque todos los anticuerpos muestran 

inhibicibn del pegado (10 y 80 %) por lo que podria pensarse que 

este anticuerpo esta reconociendo el sitio de unibn de la toxina 

a su receptor o una regibn muy cercana a éste que por impedimento 

estérico o cambio de conformacibn no permite la unibn de la 

toxina al receptor. 

Es importante notar que todos los anticuerpos obtenidos en este 

trabajo fueron capaces de reconocer a algbno{s) componente{s) de 

otros venenos de alacranes del género Centruroides por lo que si 

alguno de estos tiene capacidad neutralizante (BCF2) esto 

indicarla que existe una alta probabilidad de que neutralice 



TABLA 4: Secuencias de aminoácidos de toxinas de diferentes alacranes mexicanos. 
1 5 10 15 '20 

C,n, II. 9. 2. '2 ' Lis-G1u:Gif-Tir-Leu-Val~Asp-Lis-Asnfrre:-c;·ii".:C.iS:..t;i$:7i·it-:Gl\:l-CI6~Leu"'!Li5-Leü~ 

C,l,t. 1 Lis-Glu-Gli-Tir-Leu-Val-Asn-His-SerfTre-Gli-Cis-Lis~Ti~=~-~~CistGlulLis-Leu-Gli-
C,n,Il, 14 Lis-Asp-Gli-Tir-Leu-Val-AAp---- Ala-Lis-Gli-Cia-Lis-Lis-Aa~Cis.Tir-Lia-Leu-Gli

Lis-Glu-Gli-Tir-Leu-Val~Asn-Leu-Tir..r:r;;-Gli-Cis-Lis~Tí~:GJ..u-CislFenJLis-Leu-Gli-c.n.:r1.10 

c.n.II.9.2.2 

c. ·1.1:. 1 

c.n.:rt.11.1-

c.n.II.10 

c.n.II,9,2.2 

c.1.t. 1 

c.n.II,11J 

c.n.I:C,9.2.2 

C,l.,t. 1 

c.n.II.14 

·---· '--··--· ------·--- __ I ·-·-----
21 2fi 30 35 40 

Asp-Asn-Asp-Tir-Cis-Leu-Arg-Glu-Cis Lis Gln-Glnrli-TirtLis-Gli-Aia:Gii-Gh-Tir

Asp-Asn-Asp-Tir-Cis-Leu-Arg-Glu-Cis-ArF.-1'11_11:-Gln Tir-Gli Lis-Gli~Gli-Gli-Tir-

1 LisÍAsn-Asp-T ir-Cis f\Sñf Arg-Glu-c if' .. ·Argf Met-Li s-Hi s -Arg-~~ tser-Ti1G li = ~~r-. 
Asp-Asn~Asp-Tir-Cis~Leu]··, 
111 45 so 55 60 

· cis.:Tir:Á1~~F~;:;[A1a1ci ~ ~Trp~ Ci s-Tre-Ús:Leu~Ti ;:cí>.;:(nn-:t\la -t le G'l-Trp:P,:O::I.;;U:- tl: 

Cis-Tir-Ala-Fen··Gli-Cis-Trp-Cis-Trc-His-Leu-Tir-Glu-Gln-Ala ·Val Val-Trp-Pro-Leu

Cis-TirFiJ-F cn·-Gli· Cis {Tyricis{Gi u-Gli l ~F"Asp-S er-Tre-Pro-Trct_Trp:-~:'::-1 
61 65 

Pro-Asn-Lis~Cis-se4 

Pro-Asn-Lis--Tre-Cii=:-Me:r 
-~ __¡ 
TreAsn-Lis-Tre··Cis, 



TABLA 5: Comparaci6n de secuencias de aminoácidos de las toxinas C.n.II.9.2~2 y Cn.II.s.2.3. 

c.n.II 9.2.2 

c.n.tI.9.2.a 

c.n.II.9.2.2 

c.n.II.9.2.3 

c.n.II.9.2.2 

c.n.II.9.2.2 

1 5 10 15 . 20 

Lis-G1u-Gli-fu:¡:;ü~·v..;1r•p-Li•-A•nrr•-Gif-ci~~i.i;;~.¡;:¡;:.:G1u~Ci~t-Le~t1i·s.:.1;~·ru
Lis-G1u-G1i-Tir-Leu-va1 Glu-Leu-Gli Tre-Gli-Cis-Lis-Tir-Glu-Cis Fen Lis-Leu-Gli------ ·----- -·---- ------······---~'---·... - -- -·" ····· 

30 ----"25 
Asp-Asn-Asp-Tir-Cis-Leu-Arg-Glu-Cis-Lis 

Asp-Asn-Asp-Tir-Cis-Leu-Arg-Glu-Cis-Lis 

•1 .. so 

35 "° 
Gln-Gln-Gli-TiriLis-Gli-Ala-GlÍ:Gli-Tir

Ala-Ala-Tir-Gli~~-Gli-~~~ • • 

.55 60 

Cis-Tir-Ala-Fen-Ala-Cis-Trp-Cis-Tre-His-Leu-Tir-Glu-Gln-Ala-Ile-Val-Trp-Pro-Leu-

61 65 

Pro-Asn-Lis-Ar~-Cis-Ser 
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tambien el efecto de este o estos componentes anlilogos 

(posiblemente otras toxinas que actúen sobre el canal de sodio) 

por lo que seria un anticuerpo de una alta capacidad para 

neutrali:z.ar J.a accibn no sblo por picadura de ~ ~ sino 

también para la picadura de cualquier aJ.acrAn del género 

Centruroides. AdemAs, estos anticuerpos también sirven para hacer 

columnas de afinidad y purificar en un sblo paso las toxinas 

anlilogos que existen en otros venenos. 

Se ve clara la necesidad de determinar las constantes de afinidad 

de estos anticuerpos por las toxinas para poder realizar con 

mayor precisibn los experimentos de inhibicibn de la uni6n a 

sinaptosomas y poder correlacionar las constantes de afinidad por 

los anticuerpos como la constante de afinidad de la toxina por el 

receptor con los experimentos de neutralizacibn (mayor tiempo de 

sobreviviencia), ya que posiblemente el factor determinante entre 

el anticuerpo BCF2 y los otros anticuerpos sea una mayor afinidad 

por la toxina. 

Solo faltaria saber con certeza que regibn de la toxina es 

reconocida por cada uno de estos anticuerpos, para lo que, 

conociendo ya la secuencia de la toxina II-9.2.2 y las otras 

toxinas anAlogos II-9.2.3, II-10, II-14 y toxina 1 de fu_!.:. 

tecomanus, y con lo ya comentado al principio se piensa 

sintetizar péptidos que involucren regiones que principalmente 

difieran en secuencia de aminoAcidos (posiciones 6 - 9 y 30 - 35) 

asi como regiones de la toxina que por su anAlisis de 

hidrofobicidad indiquen un comportamiento diferente, por lo que 

tambien se veria involucrada la regibn amino terminal, 
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arninoAcidos 6 al 9. 

Pensando que tal vez los determinantes antigénicos que estAn 

reconociendo estos a"nticuerpos estlln influenciados por la 

presencia de los puentes disulfuro (ya que al reducirse la toxina 

no es reconocida por ellos, experimentos realizados por Georgina 

Gurrola) se ha pensado tambien en sintetizar péptidos que 

involucren las dos regiones mencionadas y que esten unidos por 

los respectivos puentes disulfuro. 

Como mencionamos en la introduccibn, la posicibn de los puentes 

disulfuro ha sido determinada para otras toxinas beta (toxinas de 

9..:,. sculpturatus. Fontecilla-Camps y col. 1982), y por existir 

alta hornologia en secuencia y conservar la posicibn de la 

cisteina, hemos pensado que los puentes disulfuro son una 

caracteristica muy conservada en la estructura de todas las 

toxinas de tipo beta, por lo que pensamos que sintetizar estos 

péptidos seria una buena aproximacibn para la caracterizacibn 

completa de estos anticuerpos y por lo tanto aumenta la 

posibilidad de un mejor conocimiento de todas las toxinas de tipo 

beta, principalmente las existentes en los venenos de los 

alacranes del género Centruroides. 

Un mejor conocimiento de este tipo de toxinas impl.icar!.a una 

mejor herramienta para el estudio bioquimico y farmacolbgico de 

los canales de sodio afectados por estas toxinas. 

DeS:de un punto de vista médico, el encontrar anticuerpos 

neutralizantes con alta afinidad por la toxina ayudaria en los 

problemas de picadura de alacrlln del género Centruroides (el 

género venenoso existente en México), ya que esta toxina es una 
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de las que tiene la menor DLSO y ademlls la que se encuentra en 

mayor cantidad en ei veneno (30 %). Ademas si se toma en cuenta 

que en el mundo los accidentes por picadura y mordedura de 

animales ponsonozos son todavia frecuentes y que en nuestro pais 

1a mortalidad mAs elevada en est~ campo es, quizA, a causa de la 

picadura de alacrAn. De aqui la importancia de este trabajo. 
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V/ CONCLUSIONES. 

l. Se obtuvieron seis anticuerpos monoclonales contra la toxina 

C.n. II.9.2.2, llamados BCFl, BCF2, BCF3, BCF7, BCFB y BCF9. 

2. Los anticuerpos BCFl y BCFB reconocen un determinante 

antigenico que es compartido por las toxinas c.n. II.9.2.2 y 

c.n. II.9.2.J. 

3. Tanto las toxinas c.n. II.9.2.2, c.n. II.10, c.n. II.14 como 

la toxina 1 de C.l.t., compiten a niveles identicos por la 

unibn al anticuerpo BCFB. 

4. Los venenos de los alacranes de todas las especies de 

Centruroides contienen componentes que tienen reacci6n 

cruzada con los anticuerpos monoclonales BCF2, BCF3, BCF7, 

BCFB y BCF9. 

S. Solo el anticuerpo BCF2 tiene capacidad neutralizante. 

6. se obtuvo la secuencia completa de aminoAcidos de la toxina 

c.n. II.9.2.2. 

7. Se determinb la secuencia de aminokcidos amino-terminal de 

la toxina C.n. II.9.2.3. 
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