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RESUMEN

El veneno de algunas especies de alacranes mexicanos del género Centruroides
poseen foxinas que afectan la permeabilidad idnica de membranas excitables de
mamiferos, Entre !as toxinas que represenlan un problema de salud para los
humanos picados por alacrangs esta una familia de polipéptidos de alrededor de 65
aminodcidos que bloquean a canales da sodio, como es el caso de ia toxina [1-9.2.2
del veneno de! alacran de Nayarit Centruroides Noxius Hottmann.

Esta es una de las toxinas mas potentes conocidas (LD50= 125 ng/20 g de ratdn,
cepa CD1). Por esta razén existe interés en conocer los sitios aclivos de la toxina y
los determinantes antigénicos de la misma.

La presente invastigacion 1uvo por objeto la sintesis quimica de péptides corraspon-
dientes a ia secuencia de la toxina 11-9.2.2 y la caracterizacion inmunoldgica de los
mismos, para tratar de encontrar los determinantes antigénicos mas importantes de
la motécula, que induzcan la produccién de anticuerpos que reconozcan a la toxina
nativa y ia neutralicen.

En este trabajo se descrite la sintesis, purificacién y caracterizacién quimica de 12
péptidos de la secuencia de la toxina 11-9.2.2. Siete de ellos que coresponden a
los aminoAcidos de posicion 1-10, 1-14, 1-14 modificado, 1-27, 22-36, 30-40, 61-
65C2 fueron caractenzados inmunologicamente mediante la obtencidén de sueros
antipéptido por la inyeccién de los péptidos solos o acoplados a una proteina
acarrgadora en ratones CD1.

La caracterizacidn inmunolégica consistié: 1) Detarminacién de la reactividad y titulo
de los sueros antipéptido contra el péptido soic o acoplado a un acarreador
diferente con el que se inmunizd. 2) Determinacién de la reactividad y titulacién de
los susros antipéptido que contienen anticuerpos que reconocen a la toxina 11-9.2.2.
3) Pruebas de neutralizacién de la toxina 11-9.2.2 por los anticuerpos antipéptido en
terceros ratones. 4) Desafio directo de los ratones inmunizados con ia toxina Il-
9.2.2.

Los resultados indican que los péptidos del extremo amino de la toxina 11-9.2.2
(aminoacidos 1-14V, 1-14N, 1-27T, 1-27S) inducen anticuerpos que recanocen a
la toxina nativa.

Por otra parte se puede observar que el reconocimiento de los anticuerpos antipép-
tido a la toxina nativa incrementa conforme aumenta el nimero de aminoAcidos da
la cadena peptidica.

Sin embargo a pesar de que los anticuerpos antipéptido de la regidn amino terminal
reconocen a 1a toxina nativa no son capaces de neutralizarla en exparimentos de
neutralizacidn en terceros asi como en ¢! desalio directo de los ratones inmuniza-
dos. Asi mismo, nuestros datos sugieren que los epitopes neutralizantes posibie-
mente sean conformacionales.



SUMMARY

The venom from the Mexican scorpion Centruroides noxius contains a saries of toxic
peptides that affect ion channels of excitable membranes. Among these peptides is
toxin 11-9.2.2, a 65 amino acid rasidues long, extremely toxic to mammals {LD50 =
125 ng/20 g mouse weight, strain CD1) and a potent Na* channal blgcker.

This thesis describes the chemical synthesis of 12 peplides corresponding to the
aming acid sequence of toxin 1§-9.2,2. Seven of them (fragments at position 1-10, 1-
14, 1-14 modified, 1-27, 22-36, 30-40, 61-65C2) were synthesized, purified by high
parformance liquid chromatography and injected into mice (coupled to thyroglobulin)
in order to: i) determina their immunological properties with respect to tha synthatic
peptides; ii) determine their reactivity and titre towards the native toxin 11-9.2.2; iii)
verify the neutralizing capacity of the sera anti-synthetic peptides incubated with
native toxin and injected into non immunized mice; and iv) to challenge in_vivo the
immunized mice {(against synthetic peptides) with native toxin 11-9.2.2, Some of the
relovant resuits indicate that the fragments corrasponding to the N-terminal part of
the toxin (synthetic peptides 1-14, 1-14 modified and 1-27} are capable of recogni-
zing native toxin, the longest peptide has more affinity for toxin 11-9.2.2, but none of
them produce neutralizing antibodies. Futhermors, it is suggested that possible
neutralizing antibodies should correspand to conformational epitopes of the toxin.



Abreviaciones utilizadas en este trabajo
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aminodcido

albdimina sérica bovina
octadedil
dicclohexil-carbodiimida
diciclourea

désis letal media

ansayo inmunoenzimatico
cromatografia liquida de altaprasidn
inmunoglabulinas
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miligramos

mililitro

milimolar

minimo cambio de basas
amortiguador de foslatos salino
rabbit anti-mouse peroxidase
4cido trifluoroacético
microgramos

micromotar

CODIGO DE UNA LETRA PARA AMINOACIDOS
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alanina
cistelna

acido aspdrtico
acido glutdmico
fenilalanina
glicina

histidina
isoleucina
lisina

leucina
metionina
asparagina
prolina
glutamina
arginina

serina

treonina

valina
triptofana
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I, INTRODUCCION
1.-Generalidades

En ol mundo los accidentes por picadura y mordedura de animaies ponzofiosos son
todavia frecuentes. En nuestro pais la montalidad més elevada en éste campo es
debido a la picadura de alacranes (Alagén, A., Lopez, Acufia,, Dehesa, M. 1979).
Los alacranes fueron da los primaros anrépodos que invadiaron e! habitat terrestre.
Los alacranes de importancia médica se encuentran distribuidos en el viejo y nusvo
mundo, en cuanio al primero se localizan en Africa, Medio Orente e India, en
cuanto al segundo sa distribuyen en el sur de Estados Unidos, México y América
del Sur.

El problema del escorpionisma en México ha sido revisado extensamenta encontran-
dose que los estados mé&s afectados son: Colima, Guerrero, Nayarit y Morelos-
(Hotiman, 1932; Mazzotti y Bravo-Becherelle, 1963).

De las 19 especies del género Centruroides citados por Stahnke y Calos, 1977,
para México, 6 son de importancia médica: C. suffusus denominado alacran de
Durango el cual presenta 2 subespecies, C. suffusus suffusus reportado en a! sur
de Durango, noreste de Zacatecas y este de Sinaloa y C. suffusus chiaravigli

distribuido al norte de la mesa central; C. noxius conocido como el alacrin de

Nayarit se le ha reportado en Nayarit y sureste de Sinaloa; el C. limpidus canocido
como el alacrdn de Guerero, presenta 2 subespecioes, C. limpidus limpidus distribui-

do an la regién central dei estado de Guerrera sureste de Puebla, Morelos, sureste



del estado de México y suraste de Michoacdn, y C.

fimpidus fecomanus conocido

como alacran de Colima localizado en Colima unicamente; C. slegans con 2
subespecies, C. glegans elegans que habita en el estado de Jalisco y dareas
costeras de Nayarit, Sinaloa, Guerrero, Oaxaca y C. elegans insularis distribuido en
las Islas Marias: C. infamatus que habita en el centro del pals, desda el sur de
Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Michoacan, Jalisco y una porcion de Xalapa
en el estado de Veracruz y presenta 2 subespecies C. Infamatus infamatus y C.

infamatus ornatus; y finalmente C. sculpuratus el cual se localiza al sur de Anizona

y norte de Sinaloa. Cabe mencionar al C. margaritatus por su amplia distribucién en
todo el pals aunque no es tan venenoso como las otras especies mencionadas.

En general el veneno de los alacranes es de apariencia lechosa opalecente y con
un pH de alrededor de 7 y en el laboratorio es obtenido por estimulacién eléctrica
del telson del alacran.

El veneno disuelio en agua contiene un material insoluble que puede separarse por
centrifugacidn y carece de toxicidad, al parecer son mucoproteinas y desechos
celulares como membranas aunque ia composicién no ha sido estudiada. La pare
soluble contiens todos los componentes téxicos y consiste en su mayor parte de
una mezcla de proteinas y péptidos de diferantes pesos moleculares y en menor

cantidad lipidos, nucledtidos, sales inorgdnicas y amino4cidos libres.



2.-Toxinas de} veneno de alacranes

Las toxinas de alacrin constituyen familias de proteinas basicas que son respensa-
bles del efectv neuroldxico del veneno {(Rochat, et al. 1979; Catteral, 1980). Ellas
generalmente estan compuestas de 60-70 aminodcidos (Aa) y tienan 6 ¢ 8 cisteinas
que ferman 3 ¢ 4 puentes disulfuro,

Las neurotoxinas producen la depolarizacidn de las membranas uniéndose a
canales iénicos de fas membranas excitables (Catteral, 1980). Dos mecanismos
diferentes de accién han sido propuestos para esas pequefias proteinas: las toxinas
de alacran del viejo mundo actlan afectando el mecanismo de inactivacidn del
canal de sodic mientras que las loxinas de alacranes del nuevo mundo espscifica-
mente toxinas de! alacran Centruroides afectan el proceso de activacién del canal
de sodio {Cahalan, 1975). Sobre estas difsrencias Jover, et al. (1980) ha propuesto
el nombre de toxinas alta a las toxinas de alacranes del viejo mundo y toxinas beta
a las del nuevo mundo. M&s recientemente se ha demostrado que venenos de
alacranes del nuevo mundo también poseen toxinas del tipo alfa (Meves, et al.
1986., Yatani, et a. 1988., Kirsch, et al. 1989). Asimismo se ha descubierto una
nusva familia de toxinas de alacranes que bloquean a canales de potasio de
membranas excitables (Carbone, et al. 1981; Possani, et al. 1962; Miler, et al.
1984).

Rochat, et al. 1970 clasificd a las toxinas de alacr&n que afectan a canales da
sodio de mamiferos en 5 gfupos siguienda tas homologlas de sus secuencias y
composicion de aminocacidos; las secuencias fuaron alineadas con respacto a las

cistelnas. Estudios inmunoldgicos soportan esta clasificacion. El antisuero preparade
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contra una de las toxinas de un grupo dado puede reaccionar con toxinas del
mismo grupo pero puede dar resuitados negativos cuando es ensayada con loxinas
de otro grupo {Delon, st al._1981). Toxinas de insectos y otras moléculas mas
pequefias fueron clasificadas separadamente (Rochat, et al, 1979).

Possani, et al. (1985) propusieron una clasificacién de las toxinas del veneno de
alacranes basada en el método mdas riguroso del andlisis mélrico fo cual ha
permitido dividir estas toxinas en 5 grupos con diferencias de 30 mbc {cambio
minimo de bases) configurande 3 poblaciones estructurales distintas de toxinas de
alacranes. Par un lado las toxinas del veneno de alacranes del continente Norea-
mericano que presentan foxinas con deleciones de aminoacidos en la regidén C-
terminal, cuando éstas son comparadas con la secuencia de aminodcidos de las
toxinas de alacranes de! viejo mundo, que presentan ausencias de aminoacidos en
la ragién N-terminal. Los alacranas sudamericanos poseen toxinas con ambos tipos
estructurales presentando deleciones tanto en la regién amino-terminal come
carboxilo-tarminal.

Actualments se estan utilizando algunas de estas toxinas como nuevas herramien-
tas bioquimicas para ayudar a esclarecer e! funcionamiento de! sistema nervioso y

de las membranas ceiufares.

Asi mismo ha aumentado el interés sobre la problemalica del envaer iento por
picadura de alacrdn debido a que ocasiona serios trastornos en la salud que
pueden llevar inclusive hasta la muerte, sobre todo en manores de edad (Dehesa,

1989).
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3.-La toxina 1I-9.2.2 del veneno del alacran Centruroides noxius Hofimann

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

peligrosos de la Replblica Mexicana es el Cenfruroides noxius Hoffmann, también

conocido por el nombre de alacrdn de Nayaril. En realidad, éste alacran posee el
venenc mas potente da los alacranes mexicanos (Dent, et al. 1979). La dosis letal
madia es de 5 ug/20 g de peso cerporal de ralén {veneno total). El veneno de este
alacrdn ha sido estudiado extensivamente por el grupo de! Dr. Possani (Dent et al.
1982; Possani, el al. 1981, 1982; Carbane, g! al. 1982; Possani, et al. 1984, 1985).

Entre los hallazgos mas importantes de los trabajos arriba mencionados esté el
hecho de que este veneno contiene por lo menos dos familias de péptidos téxicos:
a) cadena larga con cerca de 65 aminodcidos que blogquean a canales das sodio,
como la toxina 11-8.2.2," #-10, I1-113 y [I-14; y b) cadena corla de cerca de 33
aminocdcidos como la noxiustoxina, primara foxina descrita con propiedades bloquea-
doras de canales de potasio {Curbone, ¢t al. 1982, Possani, et al. 1982).

E!l componente mds importante en cuanto a cantidad en e! venano y uno de los
mas téxicos es la (1-8.2.2 (Zamudio, 1989).

Esta toxina contiene 66 aminodcidos y estd estabilizada por 4 puentes disulfuro, Es
una toxina que reconoce a canales de sodic de membranas excitables (Sitges, et
al. 1986). Su dosis letal media es del orden de 125 ng/20 g de peso corporal. Se
han obtenido 6 anticusrpos monocionales que reconocen a esta toxina (Zamudio,
1989). Por ser una de ias toxinas mas importantes del venano del alacrdn de
Nayarit, y una de las mejores estudiadas elegimos esta como modelo para los

estudios objetc de asta tesis, como lo mencionaremos mas adelants.



4.-Aspectos Inmunoldgicos de los venenos y toxinas de alacranes

Hasta el momento el mejor antidoto que se ha utilizado para contrarrestar los
efectos del veneno de los alacranes es utilizando un antisuero el cual se produce
en caballos por la inyeccién de pequefias cantidades de una mezcla de venenos de
vanas aespecies de alacranes.

Este suero antialacran es una mezcla de anticuerpos policionales en donde se
encuentran una gran variedad de diferentes anticuerpos (Acs) que aestan dirigidos
contra los dilerenla_s determinantes antigénicos de las toxinas presentes en la
mezcla,

Para aumentar la calidad y especificidad de los sueros (Celori, gt al. 1981), diseda-
ron una estrategia en donde los suesos fusron producidos a partir de una mezcla
de toxinas purificadas y especificas para mamiferos. Al comparar la capacidad
neutralizante de estos nuevos sueros provenientes de la proteina purificada contra
los obtenidos tradicionalmente se encontré una notable diferencia con una mayor
capacidad neutralizante de los sueros obtenidos a partir de toxinas purificadas.
Actualmente se estan tratando de encontrar los determinantes antigénicos mas
importantes en estas proteinas 0 aun el determinante antigénico involucrado en la
actividad biologica (sitic activo) de estas toxinas, para posteriorments producir
anticuerpos especificos contra asta regién y de esta manera oblener sueros de
mayor calidad que no contengan una mezcla muy grande de anticuerpos inespecili-
cos que reduzcan la calidad y eficiencia del antisuero.

Esto ha sido posiblo gracias, por un lado a las nuevas técnicas y métodos de



purificacién, secuenciacién de protelnas y de las técnicas de clonacién y secuen-
ciacion de DNA. El uso conjunto de estas metodologias ha permitida obtener
informacién (til en el disefio y sintesis de fragmentos de estas macromoléculas para
su posterior estudio farmacologico e inmunoldgico (Amon, 1986).

Actualmenie se encuentran disponibles secuencias primarias de muchas proteinas,
facilitando asi la sintesis de cualquier regién sefeccionada usando técnicas quimicas
de laboratorio como la de sintesis en fase sélida de Merrifield (1963) para la
sintesis de péptidos 6 de procedimientos de ingenisria genética en el caso de
segmentos de proteina largas, subunidades o aun toda la proteina. Sin embargo, la
técnica sintética puede permitir fa seileccion de un acameador asi como un
adyuvante en donde e! objetivo es la produccién de una vacuna multivalente (Arnon,
1986).

A pasar de los grandes avances de la ciencia es dificil alcanzar este objetivo ya
que los antigenos {Ag) macromoleculares usualmente expresan un ndmero grande
de posibles determinantes antigénicos o epitopes de los cuales unicamente un
numero limilado de estos son potenciaimente imporantes para la inmunogenici-
dad, denominados sitios inmunodominantes.( Amon, 1986).

Es importante distinguir que existen 2 tipes de epitopes: secuenciales y conforma-
cionales. Un epitope secuencial es definido como una secusncia de diversos
residuos en su forma no plegada. Un epitope conformacional es definido por un
nimero de residuos de aminodcidos qué mantiene una conformacién particular, en
donde contribuyen a mantener dicha estructura inleracciones de alto rango del

nivel de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria {Sela, 1969).
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Una clasificacién paralela introducida por Atassi y Smith (1978) es la de determinan-
tes continuos y discontinuos. Un determinante conlinuo es definido como una
secusncia de residuos de aminoécidos expuestos en la superficie de una proteina
nativa mientras un determinante discontinuo consiste an la yustaposicién en espacio
de residuos de aminodcidos que no son adyacentes en la estructura primaria, pero

que forman parte de un epitope.

Se ha encontrado que los parametros que influencian las propiedades inmunoldgi-
cas de las diferentes regiones de una proteina son: la conformacién espacial y la
accesibilidad de los aminodcidos (Shinnick, 1983; Arnon, 1986},

La accesibilidad es crucial puesto que la inleraccién de un epitope con los
anticuerpos & receptores especificos sobre las células inmunocompetentes necesita
su exposicidn sobre la moldcuta antigénica.

Se conoce ampliamenta qua la confermacion espacial juega un papel decisivo
determinando la aspecificidad antigénica.

Existe evidencia de que un cambio drastico en propiedades antigénicas ocurren por
desnaturalizacién de la proteina nativa & desdoblamiento de sus cadaenas polipepti-
dicas. Esto ha llevado a la conclusidn de que muchos de los determinanies
antigénicos de las proteinas son determinanes conformacionales. Anticuerpos hacia
tales determinantes pueden reaccionar con péptidos aislados derivados de la
molécula nativa lo cual puede ser atribuido al hecho de que la flexibilidad de los
péptidos en solucién puaden mimetizar el desorden local en segmentos cortos de 1a

proteina. (Arnon, 1986., Shinnick, 1983., Walter, 1986).
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Existen varias estralegias para tratar de encontrar los determinantes antigénicos de
una proteina, por ejemplo: a) por fragmentacibn de la proteina por protediisis
controlada o ruptura quimica. Los fragmentos resultantes son entonces selacciona-
dos por sus componentes bioldgicamente activos que pueden unirse a anticuerpos y
que interfieren con su interaccién con el antigeno intacto. b} estudios cristalogréficos
de la astructura tridimensional de la proteina sirven como una fuente adicional de
informacién en la determinacién de la estructura antigénica.

Varios modslos computacionales han sido sugeridos para analizar fa hidrofilicidad o
flexibilidad de las diferentes regiones en una molécula para determinar los posibles
determinantes antigénicos {(Hopp and Woods, 1981; Karplus and Schultz, 1985).
Anticuarpos contra péptidos cortos quimicamente sintetizados son de gran uso en la
deteccion de proteinas y el estudio de su estructura. La alta frecuencia con la cual
eslos anticuerpos reaccionan con la proteina intacta ha sugerido diversas especu-
laciones interasantes. Una de allas analiza ta diferencia enire anticuerpos hechos
contra proteinas intactas y anticverpos antipéplidos. La preparacién de anticuerpos
antiproteina involucra inyeccién de uno de los estados conformacionaimente mas
restringuidos de la molécula, por lo tanto cuando los anticuerpos resultantes son
probados para ver su reactividad contra proleina o péptidos, es en un estado de
ijgual o menor orden. La unién de estos anticuerpos es por lo tanto sensilivo a
perturbaciones de !a estruclura protéica tales como fragmentacién y desnaturaliza-
cion. Contrariamente, anticuemos antipéptido  son hechos contra un sitio de la
proteina conformacionaimenta menos restringida y probados contra una melécuia
protéica la cual es casi siempre mas ordenada. En conclusién anticuerpos a

péptidos cortos y flexibles frecuentemente reaccionan con moléculas mas ordenadas
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y anticuerpos antiproteina dificiimente reaccionan con péptidos (Tainer, et al. 1984).
Un  métode nuevo para identificar epitopas que reaccionan cruzadamente con
antigenos paniculares, fué  suguerido por Geysen, et al. (1984). Esta estralegia
para identificar determinantes antigénicos secuenciales en una proteina involucra la
sintesis sistematica de todos los posibles hepta‘péptidos y la medicién de su
reactividad con anticuerpos contra la proteina nativa. Los epitopes con mds

reactividad presumiblemente contienan epitopes sacuenciales (Geysen, et al. 1984).

Una alternativa diterente consiste en tener un anticusrpo monoclonal en contra de
una proteina nativa e intentar por sintesis sistematica de todos los péptidos cortos
posibles alguno que tenga 'a propledad mas alta de unién. Tal péptido puede
parecerse poco ¢ aln taner ninguna relacién directa con el epltope original, pero
que mimetiza su habilidad para unirse especificamente al anticuerpo y es llamado

"mimétope” (Geysen, et al. 1986).

El paso mas dificil e importante en la produccidn de anticuerpos antipéptido, es la
seleccidn de una regién de 'a secuencia de aminodcidos de !a proteina que de
lugar a anticuerpos ios cuales reaccionen tanto con la proteina nativa como
desnaturalizada (Walter, 1986},

El primar punto a considerar s que la Secuencia seleccionada debe estar
localizada en la superficie de la molécula proteica. De esta manera se debe tratar
de encontrar las regiones que esten compuestas principalmente de residuos de
aminodcidos polares ya que este tipo de amino4cidos predominantements se

localizan sobre la superficie de a molécula la cual hace contacle con el medio



acuoso, mientras que los residuos hidrofdbicos se sitdan en la pare interna de la
misma (Kauzman, 1959).

Diversos reportes por Lerner y colaboradores (1984) suguieren que anlicuerpos
pueden ser faciimente levantados encentra de casi cualquier parte de fa proteina
usando péptidos sintéticos como inmundgenos.

Green, gt al. 1982, produjeron anticuerpos contra 20 péptidos cofraspondientas a
un 75% de 1a secusncia de la hemaglutinina de! virus de la influenza y encontraron
que anticuerpos contra 18 de los 20 péptidos reacrionaron con la hemaglutinina
nativa.

En cuanto a las toxinas de alacrdn, a pesar de que son proteinas muy pequedas
no se ha podido determinar en donde asta situado el sitio antigénico que estad
involucrade en el mecanismo de neutralizacion de la toxina, Al parecer esto es
debido a que son proteinas con una estructura muy compacia.

Bahraoui, et al. 1988, obtuvieron 2 anticusrpos monoclonales (4cl y 3c5) neutrali-
2antes en contra de la toxina AaHll del alacran Androctonus australis Hector. El
anticuerpo 4¢1 tiene una afinidad hacia fa toxina de 0.8 nM y el 3¢5 de 0.6 nM. El
anticuerpo 4ct no es capaz da reconocer a la toxina AaHil reducida y metilada ni
tampoco péptidos sintéticos de AaHil. Esto muestra que el anticuerpo 4ct parece
estar dirigido contra un epitope discontinuo cuya inmunoreactividad depande de ia
conformacién nativa de la toxina. Asimismo, la supresion de la carga positiva de la
lisina 58 d4 como consecuencia una toxina modificada sin ningGn camblo conforma-
cional mayor pero con un dacremento considerable del 99.95 % en su reactividad
hacia ! anticuarpo 4ci. Si la modificacién no cambia la carga eléctrica del residuo

68, su antigenicidad es retenida totalmente y su actividad biolGgica disminuya en un
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99%. Esto claramente muestra que e} epitope requiers la presencia de una carga
positiva para alcanzar una alta afinidad hacia el paratope del anticuerpo 4c1.

En conclusién al parecer los residuos 54 ¢ 64 por una parte y los residuos 10, 51 y
64 por otra contribuyen a la definicién del epitope roconocido por &l anticuerpo
4ct.

5.-Antecedentes de nuestro laboratorio

En al laboratorio en e! cual efectud mi trabajo de tesis ya se han trabajado algunos

aspectos inmunoldgicos de fas toxinas del veneno de alacranes, incluyendo el

Centruroidas noxius.

El énfasis mayor ha sido dirigido hacia la sintesis quimica de péptidos que corras-
ponden a fragmentos de 9 a 39 residuos de aminoAcidos de la noxiustoxina
{Gurrola, et al. 1989). En este trabajo se determind que el nonapéptido N-terminal
es oxico per se, mientras que olros segmentos hacia el carboxilo terminal son
inmunogénicos y no tdxicos. El trabajo de tesis de Luis Vaca (1983} versé sabre la
sintesis de todos los dipéptidos, tripdptidos, tetrapéptidos y hexapéptidos correspon-
dientes a la noxiustoxina. Como se mencionard mas adelante este trabajo marco la
pauta para decidir 8! tamaio de los péptidos sintéticos de toxinas de alacranes que
son inmunogenicamente competentes. Finalmente en la tesis de Fernando Zamudic
- (1989), se describe la obtencién de un grupo de hibridomas [seis) productoras de
anticuerpos monoclonales en contra de la toxina 11-9.2.2 del veneno del alacran C.

noxius.
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6.- Objetivos de la tasis

La importancia de lo qua parece ser un trabajo repetilivo que parece perder
originalidad por tratarse de la purificacién y caracterizacién de cientos de toxinas
similares del veneno del mismo tipo de animales toma sentido cuando comparamos
su estructura  y la correlacionamos con alguna de sus actividades bioldgicas
principales. Aigunas de las preguntas interesantes que surgen al trabajar con este
tipo de péptidos son por ejemplo: a) ;jporqud los alacranes han seleccionado y
conservado durante  su svoluciébn muchas moléculas (péptidos) difarentas con
funclones simitares? b) ;cudles son las caracteristicas conservativas de la estructu-
ra primaria que detarmina su actividad sobre membranas excitables? c) ¢cuéles son
las regiones variables que posiblemente delfinen la especificidad de especia?

d) ¢(algunas de esas toxinas se originan desde un precursor cemuin? (Possani,
1984) o) ¢cuales son las ragiones de la estructura de las toxinas involucradas en la
toxicidad y/o inmunogenicidad de estos péptidos?.

Estas son algunas de las preguntas generales que se pretende responder en el
laboratorio en donde realicéd mi tesis.

Dentio de este contexto, los objetivos particulares de esta tesis fusron:

1.-La sintesis quimica por &l método de fase sdlida de Marrifield, de péptidos
comaspondientes a la secuencia de aminodcidos de la toxina 11-9.2.2 del alacrdn

Cenlruroides noxius Hotfmann, tomada como péptido modelo.

2.-Purificacion y caracterizacién inmunoldgica de los péptidos sintetizados.
3.-Utilizacién de los péptidos sintéticos, solos o acoplados a acarreadores. para la

generacién de anticuerpos policlonales en animales experimentales (ratdn).
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4.-Caracterizacién de los anticuerpos obtenidos de ratones inmunizados con los
péptidos.

5.-Dasafio con toxina 11-9.2.2 nativa de ratones pre-inmunizados en contra de
péptidos sintéticos.

Como se observa los objetivos especificas de este trabajo de tesis solo ambicionan
responder parte de una de las preguntas del laboratorio.

Asi mismo, como discutiremos en ia seccién de los resultados, solo conseguimos
responder parcialmente la pregunta de los posibles epitopes de la toxina 11.9.2.2,
confirmarnkio que mas probablamente los epitopas que pueden ganerar anticuerpos
neutralizantes estan en la regidn N-terminal de la molécula y posiblemente son del

tipo conformacional.
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1. MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados para este trabajo fueron grado analitico obtenidos de
las fuentes indicadas (Gurrola, sf gl. 1989). El agua utlizada fué bidestilada en

cuarzo en el laboratoric.

1.Sintesls quimica de péptidos

Los péplidos se sintetizaron siguiendo ! método descrito por Merrifield, para la
sintesis quimica de péptidos en fase sélida utilizando procedimlientos manuales.
{Merrifield, et al. 1963, Michell, et al. 1978). Todos los N-er-butiloxicarbonil
amino4cidos (Boc-aminodcidos) y los ter-Boc-amino4cidos-Resinas (poliestireno
derivatizado con grupos qufmicos reaclivos aminados o halogenados) fueron

adquiridos de Peninsula Corporation {Calitornia, USA).

2. Acoplamiento

Las reacciones de acoplamiento fueron iievadas a cabo con 3 gxcesos molares do
t-Boc-aminoécido y diciclohexilcarbodiimida (DCC) ésta ultima como agente acoplan-
te, hidroxibenzotriazol como agente antiracemizante, diclorometano, 2-propanci y

dimetiformamida como solventes.

3.Desprotecclon
La remocion de los grupos protectores (1-Boc) de los aminodcidos se llevé a cabo

con cide trifluoroacéticc al 50% en diclorometano por espacio de 30 minutos en
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agitacién.

Cada uno de los pasos de desproteccién y de acoplamiento fueron monitoreados
por medic de la prueba de ninhidrina (Sarin, ot al. 1984). y et ciclo de acoplamiento
fué ropetido hasta que la prueba de ninhidrina fuera negativa.

Los péptidos sinelizados fueron separados de la resina por tralamiento dréstico
con 4cido fluorhidrico (HF)(10 mL de HF/g de péntide-resina) por 30 minutos a 4 C
usando anisol (1 ml/g de péptido-resina). Posterior a ia ruptura, la mezcla de
peéptido resina fué lavada con 30 mL de eter y finaimente el péptido fué extraido
con 4cido acético al 5%. El material obtenido fud liofilizado y guardado a -20 'C

hasta su utilizacién.

4.Purificaclén de pdptidos

Los péptidos fueron punficados par cromatografia llquida de alta presién (HPLC) a
través de una columna de fase reversa C18 usando un gradiente linoal de 0 a 60
% de acetonitrilo en 60 minutos, la fase mobil para equilibrar fa columna fué 0.1 %
de é&cido trifluoroacético {TFA) en agua a un flujo de 1 miL/min en un cromatégrafo
liquido de alta presién marca Beckman con un controlador modelo 421A, 2 bombas
modelc 114M, un detector de longitud de onda variable UV/VIS modelo 165 y un
integrador modalo 427.

S.Andiisls de aminodcidos
La composicién de aminoicidos de cada uno de los péptidos fué obtenida por
andlisis de los feniltiocarbamil derivados de los aminoAcidos (Brian, et al. 1984)

despuds de la hidrélisis con 4cido clorhidrico (HCI) 8 normal a 110 'C por 20 horas.



23

6.Acoplamlento de péptidos a proteinas acarreadcras

Una cantidad de 2 mg de pétido iud acoplado a 1 mg de albumina sérica bovina
(BSA) y tiroglobulina bovina usando 13 mg de agente acoplante (1-efil-3 {(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida hidrocioruro soluble en agua), disuelto en agua. La
mezcla se dejé reaccionar por 2 horas con agitacién a temperatura ambiente y la

reaccién se termind por didlisis contra agua por 24 horas.

7.Protocoio de inmunizacién

Grupos de 5 ratones hembras (cepa CD1) de 4 semanas de edad fueran inmuniza-
das subcutaneamente en al lomo con los péptidos sélos 6 acoplados a un acarrea-
dor {100 pg/ratén). La primera inmunizacion se realiz6 con adyuvante completo de
Freund e inmunizaciones posteriores cada 15 dias con adyuvante incompleto.

Los ratones fueron sangrados cortandoles !a punta de la cola después de la tercera
inmunizacién. De la sangre obtenida se separé el suero el cual fué congelado a

-20 ‘C hasta su utilizacién.

8.Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Reactividad de sueros antipéptido

Placas de vinilo de 96 pozos (Costar 2596) fueron recubiertas con péptido, péptido
acoplado a un acarreador (BSA) diferente con el que se inmunizd ¢ toxina 11-9.2.2
(100 pL de una solucién de péptido de 50 wg/mL, 100 uL de una solucion de
conjugado de 5 ug/mL 6 100 uL de una solucién de toxina de 3 ug/mL) en amorti-

guador de bicarbonato de sodio 20 mM pH 9.4. Se saturé la placa con 150 ul de
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una solucién de 1 % de BSA por 4 horas a temperaura ambiente. Los sueros
fueron diluidos (1:50 6 1:100 veces) en una solucion de amortiguador de fosfato
salino 20 mM pH 7.8 (PBS). Se colocaron 100 uL de cada dilucién del suero en los
pozos corespondientes y se dejé reaccionar por 2 horas a 4 C. Se lavo la placa 5
veces con PBS 20 mM pH 7.8 + 0.1 % de Tween-20, se adadio 100 uL por pozo
del segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (IgG de conejo anti-ratdn) dejandoio
reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente.

La placa sa lavé 5 veces con PBS + 0.1 % de Tween-20 y se fevelé con una
solucién de orofenilendiamina (0.4 mg/mL con 0.4% de per6xido de hidrégeno). Se
determing la absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA (BIO-RAD 2550). Como

control negativo se utilizé suero normal de ratén.

9. Titulaclén de sueros antipéptido

La determinacién del titulo de los diferentes sueros antipéptido se realizé por e!
método de Inmuno Ensayo Enzimatico (ELISA) adheriendo a la placa una cantidad
constante de péptido, (100 pl de una solucién de 50 ug/mL), péptido acoplado a un
acarreador diferante con que se inmunizé,(100 uL de una solucién de 5 ug/mt) 6
toxina nativa 1-9.2.2, (100 uL de una solucidon de 3 pg/ml) y las diuciones
sefiadas de los sueros antipéptido desde 1:50 hasta 1:6400, El titulo se determind
como la dilucibn del suero que produjo al menos la mitad da la absorbancia

maxima. Como control negativo se ullizé suero normal de ratén.



10.0btencién de Inmunoglobulinas de ratén.

Para 1a obtencién de inmunoglobulinas se siguié el método de Garvey. {1977).

Se sangraron 50 ratones de la cepa CD1 de aproximadamente 30 g para oblener el
suero correspondiente.

Las inmunoglobulinas se precipitaron con sulfato de amonio al 35% de saturacién.
Se centrifugd a 10.000 g y la pastilla obtenida se resuspandié en el minimo
volumen de amortiguador tris-HCI 25 mM, NaCl 80 mM, pH 7.95. Se dializd con 4
cambios de 600 mL de! amortiguador anterior y al término de la didlisis se centrifu-
g6 a 10,000 g eliminando el precipitado obtenido. Ei sobrenadante se aplicd a una
columna da DEAE-celulosa {30 cm de largo x t cm ds didmetro intemo) utilizando

como eluyante amortiguador de Tris-HC! 25 mM, NaCl 80 mM pH 7.95.

11. Preparacién de conjugado, Inmunoglobulina de conejo-anil-lnmunoglobuli-
na de ratén-peroxidasa {RAM-POD).

Para la obtencién det conjugade (RAM-POD), se siguid el método de MNakame,
(1979). Se disclvieron 5 mg de peroxidasa de r&bano en 1 mL de amoniguador de
carbonato de sodio 300 mM pH 8.1 recién preparado. Se afiadieron 100 uL de
solucién de dinitrofluorobenceno al 1% en etanol. Se dejo agitando suavemenie
durants 1 hora en la obscuridad y se afadié 1 ml de solucién de periodato de
sodio 0.08 M. Se mezcio suavemente por 30 minutos y se agregd 1 mi de
etilenglicol 0.16 M dejando una hora en agitacién suave en la obscuridad. Se dializd
contra 1 litro de amortiguador de carbonato 0.0¢ M pH 9.5 con tres cambios. Y se
afiadié 7.5 mg de anticuerpo de conejo anli-ratén purificado y se dejé en agitacion

suave durante 3 horas. Se dializé contra un amortiguador de fosfatos pH 7.5 y se
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diluyd a 200 ug/mL de protelna en PBS pH 7.8 y albumina sérica bovina al 1%, se
guardsé en la obscuridad a -20 'C.

12, Determinacién de 1a désls letal media (DL50) de la toxina 11-9.2.2

La determinacién se realizé inyectando por via intraperitoneal, en ratones de la
cepa CD1, diferentes dosis de toxina {1 ug, 0.5 ug, 0.25 ug, 0.125 ug y 0.065 pg
por cada 20 gramos de ratdén utilizando 10 ratones por dosis). Se graficé el
porcentaje de ratones musertos en funcién del logaritmo de la concentracidn de

toxina y se determiné el punto obtenido al 50 % (DL50).

13. Ensayos de neutralizaclén en terceros

Grupos de 10 ratones de la cepa CD$ {fueron inyectados intraperitonsalments con
una mezcla de 200 ulL de suero antipéptido que contenia una DLSO de toxina Ii-
9.2.2 previamente incubados a 37 'C por 1 hr con agitacién. Los ratones fueron

mantenidos en observacién por 1 semana.

14, Desallo de ratones Inmunlzados.

Diez dias después del ullimo refuerzo con el péptido cada grupo de ratones fué
desafiado con 1 LD50 de toxina nativa.

La inyeccién fue realizada intraperitonealmente. Como control se inyectaron ratones
no inmunizados con la misma cantidad de toxina para comparar la sintomatologia
de los animales Inmunizados.

Los ratones fueron mantenidos en observacién durante 15 dias.
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RESULTADOS

1.- Sintesls y purificacién de péptidos

Antes de iniciar la descripcién de los resultados obtenidos es oportuno mencionar
cuales fueron los criterios utilizados para la seleccién de los fragmentos peptidicos
comaspondientes a la toxina 11-8.2.2 (Tabla 1). Ef criterio que prevalecié fué un
criterio I6gico y experimental, basado en resultados previos del faboratorio obtenidos
con la noxiustoxina (Gurrola, 1989., Vaca, 1988).

El primer criterio consistié en seleccionar secuencias sobrelapadas que comprendie-
ran pricticamante toda a estructura primaria da la toxina 11-9.2.2.

En segundo lugar e! tamafio da los péptidos en cuanto al numero de residuos de
aminodcidos deberian ser igual 6 superior a seis, dabido a los resultados previos de
la tesis de Luis Vaca, los cuales indicaban que solamente péptidos iguales ¢
superioras a esta longitud de cadena podian desplazar de forma afactiva el pegado
de la noxiustoxina a anticuerpos monoclonales.

Tercero, la regién N-terminal habia sido demostrada ser el sitio téxico de la
noxiustoxina (Gurrola, 1989) y por lo tanto esta regién deberia recibir mayor
atencidn. Por otro lado, la regién comprendida entre los residuos 50-60 es altamen-
te hidrofdbica. Esto haria muy dificil solubilizar los péptidos para trabajar en
solucién y por lo tanto, en una primera fase se evitd sintetizar péptidos con esla

secusencia de aminodcidos.



TABLA l:  PEPTIDOS CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DE LA TOXINA 11-9,2.2
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Pépt idos 1 10 20 30 40 50 6o &
11-9.2.2 KEGYLVDKNTGCXYECLXLCDONDYCLRECKQX CYAFACWCTHLYEQALVWPLPNKRCS
I-9.2.2, 0 reoyLvpoer

11-9.2.2) 14y x—crivDRNTCCKY

1-9.2.2 14 rEcTLYDKCIGCKY

11-9.2.2, YLVDRRTCOXY

19,220 0 TCCKYECLELCDNDYCLR

13-9.2.2) 53 (EGYLVDKNTGCKYECLELCDHDYCLR

11-9.2.2(, .0 LXLCONDYC

11-9.2.2,) 4 WDYCLRECKQQGYXG

U-9.2.2, 0 KQQGYKGAGGY

11-9.2.2,, .8 KGAGGTCTAFACWG

"_9'2'2"“55c1 FNRSRC
u-9.z.z“_“cz PHRESC

Los péptidos ne sintetlzaron sigulendo el método reportado por Hereifield, (1963)
para la sfnteals de péptidos en fase s6lida. Los nimeros en los subfndices repre-
gsantan la poslclin de Yns aminoicidos en la secuencia de 1a toxina 11-9.2.2,

La secuencia del péptido 1-14V carece del dcido glutdnico cn la posicién nimero

2 por 1o que en esta posicidn se localiza un guidn que indica la falta de

aminodcido.

este
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Finalmente, tos péptidos sintetizados corresponden al mayor indice de hidrofilicidad,
calculado de acuerdo al método de Hoop y Woods (1981}, para determinar posibles
sitios antigdnicos de proteinas.

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

alacran Centruroidas noxius 12 péptidos para su sintesis siguiendo la metodofogia

reportada por Merrifieid (1963), para la sintasis de péplidos en fase séiida (Tabla 1).
Bespués de la separacién de {a resina por tratamiento con HF, los péplidos fusfon
purificados por cromatogralia liquida de alta presidn 6 alta resolucién {HPLC) a nivet
analitico y semipreparativo a través de una columna C18 de fase reversa, como se
puedse ver en los cromatogramas (Fig.1-3).

A excepcién del péptido 1-10 y 17-25 en todos 10s demas obtuvimos un componen-
te cromatogrdfico principal en HPLC,

Para detemminar la pureza de los péptidos sintetizados se determind la composicién
de aminodcidos de los péplidos sin purilicar asl como de! pico principal del péptido
purificado por HPLC. Como se puede observar an la labla 2 la composicidn de
aminodcidos obtenido de los péptidos sin puriticar 85 muy cercana a la composicién
esperada, a erxcepcién del péptido 1-14V a cual le faité of glutdmico 2 por lo cual
fue nacesario volver a sintetizar este péplido y como se observa ef péplido 1-14N si
contiene la composicidn de aminodcidos esperata.

Asl mismo como se observa en la tabla 3 la composicién de aminoicidos de los
picos principales en la purificacion par HPLC es muy similar a la composicién de
aminoécidos esperada.

Estos resultados fueron confirmados por la secuenciacién automatica de!l pico

principal de algunos de los péplidos sintetizados (1-10, 1-14V, 22-36, 30-40), como
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Fig. | Purificaciin por WPLC de los péptidon nl:}litlcnu 1-10, 1-14V, 1-14N y
4-14, en una columna de fase reversa C1B, aplicandose un gradleate lineal de
0-60% de B en 60 minutos. Fane movil A: agua con 0.12L de TFA, fase mdvil

)
acetonitrilo con O.1L de TFA. Se aplics entre 100 y 250 ug de cada péptido.
* £l asterisco indica el péptido esperado.
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°'5[" 17~25

Azgo Pm

%8

Plg, Z Pyrificaclin por WPLC de los piEptidos sintétices 10-27, 22~36, 1725 y
30-40,

en una columna de fase reversa Ci8, aplicdndose un gradlents lineal de
0-60% de 8 en 60 minutos. Fase mdvil A: agua con 0.12Z de TFA, fase movil B

acetonitrilo ¢on 0.11 de TPA. Se aplieé catre 100 y 250 ug de cada péptido,
* El anterisce indlca el péptido esperado.
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Fig. 3 Purificacidn por HPLC de los péptidos nlnt:zlcuu 15-4B, 61-65C1, 1-27 y
61-65C2, en una columna de fase reversa C18, aplicindosc un gradiente lineal de
0-60 de B en 60 minutos excepto parn el péptido 1-27 que fud de 0-30I de B en
5 ninuton y de 30-60X dc B en 50 minutos, Fase mavil A: agua cou 0.12X de TFA,
fasc movil B: acetonitrilo cou 0.1Z de TPA. Sa aplicd entre 100 y 250 pg de
cada péptldo. *El asterlsco lodica el péptido eaperada.
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Tabla 2: #niliais de muinokcidos de los péptidos correspondientes a la Becuen
cia de la toxina I1- 9.2.2 del alacréin Centruroides pox{us.

Péptido 1-10 1-148 1-14V 1-27 10-27 22-36 30-40 61-65C1 61-65C2 A-14 17-25

Aa 50 EO EO EO EO EO EO E O B O EOEO

) 21.7 22.0 21.6 55,7 33.1 21,5 --- 11.2 113 2t4 330
E 109 10,9 10,0 21,7 10.9 32,9 214 --~- «=-= =--c ==
s

0.9

28

_ Compoaicidn de aminofcides de los péptidos slatétlcos sin purlficar obtenida después
de 1x hidrélisis con dcide clohfdrico 6 normal a 110°C par 20 horas.

Aa= aminoicido E= valor esperado O=valor obtenido



Tabla 3: Ankliais da fcidos de los p principales de Jos pEpri
dos purificados por HPLC,

Péptido 1-10 1-14N 1-14¥ 1-27 10-27 22-36 30-40 61-65C1 61-65C2 A-14 17-25
da r O _E O T O BT O B 0O E O R OB O EO EOEO

D 22.4 22,0 23,2 55.0 33.7 21.7 -~~~ 11,2 11.6°22.7:33.5

E 108 11,3 100 21,6 10.8 32,8 21,3 === ===

e mee 222109 109 -

11.2 227 220 33.5 22,5 .22.0.

EEIE T I SIS U U U OIS D TS W% B

15L1 110 1107 118

S A R MR Y O

E TR SR c R C T T . B I )

456 22,4223 22,5 11.1 110 224 10.7

Cowposicifn de amivodcidos de los componeantes principales de los péptidos ointd -
ticoa purificados por HPLC obtenidos despufs de 1a hidrdlisis con dcido clorhfdrico
6 normal w 110°C por 20 horas.

Aa= aminoidcido E= walor esperado 0= valor obteaido
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se presenta en la tabla 4.

Asl mismo en las ftiquras 1-3 el asterisco arriba del componente cromatografico de!
pertil de HPLGC indica 1a posicién del péptido esparado.

Debido a problemas de solubilidad e! péptido 35-48 no se caracterizé quimicamente

ni inmunolegicamente.

2.- Caracterizacién inmunolégica de péptidos sintéticos

a. Obtencién de anticuerpos antipéptido

Debido al nimero de animales expermentales que tandriamos que manejar si
utilizaramas todos los pdptidos sintélicos, en esta fase nos concratamos Unicamente
a caracterizar inmunologicamente 7 de los 12 péptidos disponibles. Estos péptidos
son: 1-10, 1-14V modificado, 1-14N sin modificar, 22-36, 30-40, 1-27, 61-65c2
acoplados a tiroglobulina y  1-27 sin acoplar los cuales fueron utilizados para
obtener anticuerpos anlipéptido ¢on el esquema de inmunizacién descrito en
materiales y métodos.

Después del ultimo refuerzo los ratones fueren sangrados y el suerc fué separado y
congelado hasta su posterior utilizacion.

Para determinar si teniamos anticuerpos antipéptido en ‘los sueros obtenidos se
probd la reactividad de los mismos contra 5 ug/mL de péptido acoplado a BSA en
un ensayo de ELISA, diluyendo el susro 1/100 veces. Como se observa en la figura

4 todos los péptidos fueron capaces de inducir anticuerpos.
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Tabla:4 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE PEPTIDOS PURIFICADOS POR
HPLC DE LA SECUENCIA DE LA TOXINA 11-9.2,2,

Péptido Aminoécidos identificados
1 10
1-10 KEGYLVDKNT
1 13
1-14V KGYLVDKNTGCKY
2
22-36 NDYCL
30 34
30-40 KQQGY

La secuencia de aminodcidos fué obtenida con e! componente principal en los

péptidos 1-14V, 22-36, 30-40 y con el componente nimero uno en el péptido 1-10.
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O Suero inmune
Suero preinmune W

1

D.0. 492 am

05

-
1-10 -4V 1-14N 22-36 30-40 1-275 1-27T 61-65C2

Fig. 4: REACTIVIDAD DE SUEROS ANTIPEPTINO

Los sueros antipéptide fueron cobtenidos cu ratones de la cepa CDI
inyectando el péptido sdlo & acoplado a un acarreador.

Los sueros fueron diluidos 1/100 veces y ensayados por ELISA contra
5 pg/ml de péptido acoplado a un acarreador diferente con el que ae
irmunizé pegado 4 la placa.
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b, Titulacldn de enticuerpos antipéptido

Los sueros fueron titulados haciendo diluciones seriadas desde 1/100 hasta
1/6400 y ensayados por £ELISA contra una concentracién fija de péptlido acoplado a
BSA (5 ug/mL). Como se ve en la figura 5 lodos los péptidos inducen aitos titulos
de anticuerpos.

Asl mismo se probd la reactividad de los sueros antipéptido contra el péptido
solo (50 ug/mL) pegado a la placa de ELISA diluyendo el susro 1/50 veces. Como
sa observa en la figura 6 todos los susros antipéptido raccionaron positivamente
contra los péptidos solos. El péptido mas pequedio (61-65C2) tué el que dié resulta-
dos mds bajos.

Inmediatamente después los sueros fugron titulades contra una concentracidn fija de
péptido (50 ug/mL) haciendo diluciones seradas desde 1/50 hasta 1/3200 y
ensayados por ELISA. Como se puede ver en la figura 7, a excepcién del péptido
61-65C2, todos los deméas péptidos inducen altos titulos de anticuerpos antipéptido

que reconocen al péplido solo.

¢. Reconocimlento de la toxina nativa

Con el fin de saber si los anticuerpos antipéptido reconocian a la toxina nativa se
valoré la reaclividad de los sueros antipéptido a una dilucion de 1/50 veces y
ensayados por ELISA contra 3 ug/mL de toxina nativa 1-9.2.2. Como se ilustra en
fa figura 8 a ésta dilucidon la mayoria de los sueros anlipéptido reaccionaron
positivamenta contra la toxina, destacando ia reactividad obtenida con el suero

antipéptido 1-14N sin modificar y 1-27S obtenido con el péplido sin acarreador.
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Los sucros fueron diluldos

1= 1-14v 1-14N
¥y os, ) 1.0
8
2
=1
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~Log de 1a ditucidn

Fig. 5 TITULACION DE SUERQS ANTIPEPTIDO

en diluciones seriadas desde 1/100 hasta L/6400 y

ensayados por ELISA contra 5 pg/al de péptido acoplado a BSA.
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1o—
D Suero inmune

Suero preinmune

D.0. 492 nm
)
[%,]
T

424

I-10 114V 1-14N 22-36 30-40 1-275  1-2TT  61-65C2

Pig. 6: REACTIVIDAD DE SUEROS ANTIPEPTIDO OBTENIDOS CON ACARRFADOR CONTRA
EL PEPTIDO SOLO,

Los sueros fueron diluidos 1/50 veces y cnsayados por ELISA contra 50 g/l
de péptido pegado a la placa.
Los valores graficados corresponden a lecturas directas a 492 oa.
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FPig. 7 TITULACION DE SUEROS ANTIPEPTIDO CONTRA EL PESTIDG SIN ACARREADOR

tos sucros fueron diluidos en diluclones seriadas desde 1/50 hasta 1/3200
y ensayados por ELISA contra 50 ug/ml de péptida. °
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0O suero inmune
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Fig.8; RECONOCIMLENTG DE ANTICUERPOS ANTIPEPTIDO A LA TOXINA I1-9.2,2,

Los pueros antipéptido fueron diluidos 1/50 veces y ensayados por ELISA
contra 3 pg/ml de toxina nativa 15-9.2.2 del alacrin_Gentruroldes noxiuam

pegado a la placa.
Cowmo control positivo se utilizb suero policlomal anti-toxina 11-5.2.2

diluido 1/50 veces,
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Posteriormente los sueros fueron titulados haclendo diluciones seriadas desde 1/50
hasta 1/6400 y ensayados por ELISA contra una concentracién fifa de toxina nativa
11-9.2.2 (3 ug/mL). Como se observa en la figura 9 Unicamaente los sueros antipépti-
do 1-14N y 1-275 tienen altos titulos de anticuerpos que reconocen a la toxina II-
9.2.2. Los sueros 1-27T, 1-14V, 1-10 muestran titules bajos de anficuerpos y los
sueros antipéptido 22-36, 30-40, 61-65 C2 no tienen una cantidad imponante de

anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina.

3.-Pruebas de neutrallzacidn de la toxina I1-8.2.2 por anticuerpos antipdptido.

Después de obtener el volumen necesario de suero antipéptido se realizd una
prueba de neutralizacién de la toxina 11-9.2.2 por los anticuerpos antipéptido en
tarceros ratones. Para este experimento grupos de 10 ratones de la cepa CDt
fueron inyectados intraperitonealmente con 200 ul de suero que contenla una
LD50 de toxina. Esta mezcla fué preincubada con agitacién a 37 C por una hora e
inyectada inmediatamente, Como se observa en la tabla 5 unicamente los sueros
antipéptido 1-14V moditicado, 1-275 y 1-27T parecen contener anticuerpos antipépti-

do que de alguna manera contrarrestan el efecto de la toxina 1i-9.2.2.

4.-Desaflo in vivo de ratones preinmunizados con péptidos sintéticos.

Finalmente los ratones inmunizados fueron desafiados con una dosis letal 50 de
toxina [1-9.2.2, Como vemos en la tabla 6 dnicamente en el grupo inmunizado con
e péptido 1-14V modificado lograron sobrevivir 4 de los 5 ratones inmunizados lo

cual parece concordar con et experimento de neutralizacion en lerceros.
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Fig. 9 TITULACION DE SUEROS ANTIPEPTIDO CONTRA LA TOXINA NATIVA 11-9.2.2

Los sueros fucrono diluidos em diluclones serindas desde 1/50 hasta 176400
y eusayados por ELISA contra 3 ug/m) de toxina mativa 11-9.2.2.
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Tabla:5 PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE LA TOXINA NATIVA h9.2.2
CON SUERO POLICLONAL ANTIPEPTIDO EN TERCEROS RATONES

Suaro antipéptido Nimaero de sobraevivientes®
1-10 310
1-14N 310
1-14V 70
22-36 6/10
30-40 110
1-278 7110
1-27T 8/10
61-65¢2 410
suero prainmuna 510

Grupos da 10 ralonss de la cepa CDt fugron inyectados intraparitonealmsente con
200 uL de mezcla de suero antipéplido y una LD50 de toxina nativa 1:9.2.2. La
mezcla de suers amipéptido y toxina nativa fué incubada con agilacién a 37 'C por
una hora e inysctada inmadiatamente.

Los ratones fueron mantenidos aen abservacién por una semana.

* indica nimero de ratones vivos sobre numero total de ratones.
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Tabla 6:DESAFIO DE RATONES INMUNIZADOS CON PEPTIDOS SINTETICOS
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DE LA TOXINA 11-9.2.2 DEL
ALACRAN Centruroides noxlus.

Péplido sintético nimero de sobrevivientas®
1-10 5
1-14N 2/4
1-14V 415
22-36 5
30-40 35
1-27S8 0/5
1-277 )
Sin péptide 6

El desatic de los ratones se realizé con una LDSO de toxina nativa 11-9.2.2 inyecta-
da inlrapertongaimente. Los ratones se mantuvieron en observacidn constante por
espacio de 4 horas y fueron sacrificados 15 dias después del experimento.

El tiempo promedio al cual murtieron los ratones controt fué de 1 hora.

* indica ndmero de ratones vivos sobre numero total de ratones.
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DISCUSION

1.-Sintesis, purificaclén y caracterizacion de péptidos corraspondlentes a la
toxina 11-9.2.2.

Como se manciond en la seccién de resultados se tomaron varios crterios para la

seleccién de los péptidos sintetizados que corresponden a secuencias de aminoaci-

Todos los pasos de acoplamiento y desprotaccién on la sintesis de péplidos fuaron
seguidos por 1a prusba de ninhidrina para detectar grupos aminos libres. En la
desprotaccién con 4cido trifluoroacético al 50% se observé que con 30 minutos es
suficiente para eliminar el grupo Boc de todos los aminodcidos.

Por otra parte en e} paso de acoplamiento de los aminoacidos se encontrd que con
un ciclo de 2 horas y 3 excssos me'ares da aminoAcido era suficiante para la
mayoria de los amincécidos excepto para la asparagina 6 cuando se trataba de 2
aminoicidos muy hidrofébicos en donde fué necesario algunas veces repetir 3
veces el ciclo de acoplamiento.

El péptido 1-14 fué sinletizado 2 veces debido a que en la primer sintesis desalor-
tunadamente el 4cido glutdmico 2 no se pegd a la glicina 3 como fué comprobado
por andlisis de amincacidos tablas 2 y 3 y por secuenciacién automdtica de Edman
tabla 4.

Es imponante comentar qus los 2 péptidos del extramo carboxilo terminal sintetiza-
dos {61-65 C1 y C2) contienen la composicién dg aminocAcidos comespondiente a

asa regién de la toxina. Sin embargo, 'a secuencia de amincacidos es diferente
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tomo 56 obsaivo on Ia tabla 1. Esto se debe a que en el momento en que Se
realizé la sintesis no se conocia exactamente la secuencia de los Ultimos 3
aminodcidos de este extremo de la toxina 11-9.2.2.

Sin embargo, como se conocla la composicién de aminodcidos y la posicién de los
tras primeros aminodcidos (P-N-K) y la del Gitimo {C) se sintetizaron dos secuencias
en la cual una serfa la verdadera y la otra contendria una inversién intema de
posi.cion. Otra razén para sintetizar la regién C-tarminal es el conocimienio de la
estructura tridimensional de la toxina variante 3 del alacrdn C. sculpturatus {Fontaci-
lla-camps, 1980}

La difraccién de rayos-X indicaba que la regién C-terminal se encuentra préxima a
la regibn N-terminal y ademds es una regién expuesta ds ta moléeula.

Al purficar los péptidos sintelizados por HPLC en una columna de fase reversa C18
a nivel analitico y semipreparativo con un gradienta lineal de 0-60% de acetonitrilo,
a excopcién del péptido 1-27, en todos ios demds hubo una buena separacién. No
fué necesario recromatografias, los componentes separados o modificar el gradiente
como ocumié con e! péptido 1-27 en donde fud necesario modificar ef gradiente,
haciéndole mds répido al inicio da 0 a 30 % de acatonitrilc en § minutos y hacién-
dolo mas lento en la concentracion de acetonitrilo en donde salian los componentes
sobrepuestos, obteniendo con esto un componente principal bien separado Fig. 3.
Por otra pante en 10 de los 12 péptidos se obtuvo un componente cromatografico
principal el cual corresponde por arriba del 60 % del péplido total (sefialado con un

asterisco en los cromatogramas de las Fig. 1 a 3.
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Cuando se determiné la composicién de aminodcidos de los péplidos sin purificar
como se vié en la tabla 2, la composicién de aminodcidos oblenida fué muy
pargcida a la composicidn esparada. Para los péplidos que conlienen cisteina por
lo genaral en todos los andlisis el valor obtenido fué bajo. Esto se deba a que Ia
cistefna se modifica facilmente de manera que para obtener un valor mas exacto es
necesario oxidar la muestra antes de hidrolizarla y posteriormente cuantificar las
cisteinas como écido cistelco.

Como se cbservé en la tabla 2, al realizar el andlisis de aminoacidos ds los
péptidos no purificados, los péptidos pequefios lienen la composicidn de aminoaci-
dos muy parecida a la esperada y que la composicién va difiiendo de lo asperado
conforme aumenta a! nimero de rasiduos en el péptido.

Esto es de esperarse dado que al aumentar el nimero de residuos aumenta
también el impedimento estérico y este hace que algunas de las cadenas polipepti-
dicas que se astan formando queden altaradas.

Al realizar e! anilisis de aminodcidos de los componentas cromatograficos principa-
les de los 10 péptidos purificados por HPLC an los cualas se obluvo un componen-
te principal, como se pueds observar en la tabla 3, la composicién de aminoacidos
obtenida fue muy similar a la composicién esparada, a excepcién de la cisteina,
como ya comentamos anteriormante; en este sistema arroja valoras bajos.

En los 2 péptidos restantes 1-10, 17-25 (Figs. 1 y 2) en donde obluvimos mas de
un compenenta principal { 2 y 3 ) respectivamenta fué necesario realizar el andlisis
da aminodcidos de cada uno por separado.

En al péptido 1-10 se encontré que el pico 1 es el que tiene la composicién

cotrecta y corresponda a la misma cantidad que el segundo pico principal el cual



50

por esta tipo de andiisis se ancontrd que le falté una lisina.

Con respecto al péptido 17-25 el componenete que contiene la composicién de
amino4cidos esperada es el pico 3.

Para determinar la composicién exacta de amino4cidos es necesario realizar el
andlisis de aminoécidos a diferentes tiempos de hidrélisis de a muestra (20, 40, 72
hrs), con el fin de calcular el porcentaje de degradacién de los aminoacidos mas

labiles a la temperatura y extrapolardo a tiempe caro.

Estos resultados fueron confirmados por secuenciacién automética de Edman en
los péptidos 1-10, 1-14V, 22-36, 30-40. En el caso de! componants 1 del péptido
1-10 se comprobd que no falta ninglin amino4cido fograndose secuenciar desda el
primer hasta el Gftimo amino4cido tabla 4. Sin embargo, al tratar de secuenciar el
componente 2 de este mismo péptido no se pudo realizar debido a gue al parecer
se encuentra bloqueado por la cidizacién del glutamico 2 comprobdndose ef
resultado del andlisis de aminoacidos que el aminodcido que faltaba en este
segundo componente es la lisina 1.

Otro péptido que se pudo secuenciar totalmente fué &l 1-14V el cual al realizar el
andlisis de amino4cidos dal pico principal obtenido por HPLC como se vid en fa
tabla 3 se obtuvo un aspanico mds de los esperados. Sin embargo, al realizar la
secuancia el numero de aspanicos fud el esperado. Asi mismo se confirmd que
falta el glutdmico 2 como fue observado en e! andlisis de amino&cidos del péptido
sin purificar y del componente principal obtenido por HPLC.

Con los péptidos 22.36 y 30-40 solamente se logré secuenciar los primeros 5

aminodcidos (NDYCL), (KQQGY) respectivamente. En el caso del péptido 30-40
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en donde !a composicién de amino4cidos 1a giutamina salié baja se comprobd que
sl s8 encuentran las 2 giutaminas esperadas.

Nuestros resultados indican que al analisis quimico de la composicin de aminoaci-
dos de un péplido oblenido por hidrélisis acida y la determinacidn directa de la
sacuencia por degradacién automdtica de Edman son dos técnicas complemanta-
rias, que tomadas en conjunto son suficientes para vaerificar de torma inequivoca la
naturaleza quimica y la pureza de un pédplido sintético.

Infalizmente, por motivos téenicos (el sacuenciador dejé de funcionar por un largo
periodo de tiempo) no fué posibie obtener la secuencia directa de aminoAcidos de
todos los péptidos sintetizados. Sin embargo, la mayoria de los autores consideran
como critério suficiente de pureza trabajar con péplidos sintéticos separados por
HPLC (Tam, 1988., Stewart,_et al. 1984). De la misma forma, cuando el andlisis de
aminodcidos obtenido del péptido purificado por HPLC estid cercano a tedrico
osperado se considera como critério suficients para asumir que el pdptido sintético
comresponde al péptido esperado. Este criterio de pureza es todavia mas justificado
para estudios de tipo inmunoi6gico, puesto que la obtencion de anticuerpos (6
anticuerpo) que reconocen al péptide sintético y a la proteina nativa al mismo
tiempo son una indicacién funcional que soporta la autenticidad del péptido obteni-
do, de acuerdo al modelo disefiado. De‘esta forma, creemos que todos los péplidas
disefiados y sintetizados, como objetivos de esta tesis, fusron cbtenidos en cantidad
y calidad suficiente para justificar plenamentae los datos exparimentalas obtenidos

con ellos, de acusrdo 2 lo qua se discutira a continuacién.
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2.-Obtencidén y caracterlzaclon de anticuerpos antipéptido sintético.

La induccidn de anticuerpos contra péplidos sintéticos muy pequeios es dificil por
lo .cual fud necesario acoplar los péptidos a una proleina acarreadora. £sto se
realizd utilizando carbodiimida soluble en agua como agente acoplante.

Do los sueros antipéptido obtenidos mediante el esquema de inmunizacidn mencio-
nado en Materiales y Métodos se determind la reactividad a una dilucion fija det
sugro y postariormenie se raalizé la titulacién del mismo conira una concentracion
fila de péptido acoplade a un acarreador dilerente al utitizado para la inmunizacién.
En ia figura 4 y 5 se damuestra que todos los sueros tienen una buena reattividad
y altos titulos de anticuarpos antipéptido. Sin embargo, iloda la reactividad y o
titwlo obtenido de los susros se debe a anticuerpos antipéplido, 6 también a
anticuerpos anli-dicicicalkilurea obtenida como un subproducto de  reaceion de fa
carbodiimida soluble en agua utilizada para acoplar el péplide a la proteina acarrea-
dora y anticuerpos en contra del antigeno modificado quimicamente por la carbodii-
mida soluble en agua.

Una manera de dilucidar esto fué ensayando ios sueros antipéptido contra los
péptidos pegados directamente a Ia placa de ELISA. Sin embargo, est4 reportado
que anticuerpos antipéplido obtenidos mediante un acarreador no sualen reaccionar
contra o) antfpeno solo debido a que et antigeno toma una contormacian diferentc a
fa que adguiere en solucion y que péplidos pequehos dificiments se pegan a la
placa de ELISA. (Edwars, gt al. 1989). Sin embargo, ésta era la forma mas
directa de probar si en verdad tenfamos anticuerpos antipéptido, amicuerpos anti-

agente acoplante & anticuarpos anti-antigenc modificada.
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Al determinar la reactividad y los titulos de los sueros antipéptido contra el péplido
sélo como se observd en las figuras 6 y 7 obfuvimos buena reactividad y altos
titulos de anticuerpos, aunque es impontante comentar que la reactividad y los
titulos obtanidos en este experimento fueron mas bajos con respecto a la reactivi-
dad y titulos obtenidos contra el péptido acoplado a un acarreador.

La unica excepcitn fue el resultado obtenido con el suero antipéptido 61-65 C2.
Pensamos que la baja reactividad y litulo del suero antipéptido 61-65C2 puede
deberse a que 1al vez como estd reportado, el péptido 61-65C2 pudo no haberse
pegado a la pléca de ELISA en la misma cantidad que los demas péptidos debido
aque es un péptidc pequedo de solamente 5 residuos de aminodcidos.

Es interesante comentar el resultado obtenido en la determinacién de la reactividad
y titulo del suero anlipéptido 1-27S obtenido sin acarreador inyectando el péptido
salo.

Esperabamos que el suero antipéptido 1-275 diera mejor reactividad y titulo al ser
ensayado por ELISA contra el mismo antigeno sin acoplar que contra el péptido
acoplado a un acarreador. Sin embargo, al realizar este expsrimento obtuvimos lo
contrario dando mejores resultados en contra del péptido acoplade a un acamreador
que con el péplido solo. Esto podria deberse a varias razones: la pimera 8s que
tal vez la cantidad de péplido pegado directame.te a {a placa de ELISA sea menor
que la cantidad de péptido disponible cuando se pega con un acarreador.

La segunda es que al pegar el péplido directamente a la placa de ELISA, el
péptido no esté muy accesible a los anticuerpos.

La tarcera es que el pdptido pegado a la placa tome una conformacion diferante a

la que toma en solucidn.
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Por otra parte ta mejor reactividad y titulo obtenido al ensayar este suero antipépti-
do 1-27S contra el mismo antigeno pero acoplado a un acarreador puede deberse:
a) Mayor concentracién de péptido disponible que cuando se pega directamente el
péptido a la placa. b) A que el péptido se encuentra mas accesible. ¢) La conforma-
cién que toma sea mds parecida a fa que presenta cuando se encuentra en solu-
cion,

Una vez comprobado que teniamos anticuerpos antipéptido el siguiente objetivo fue
ver si estos anticuerpos anlipéptido eran capaces de raconocer a fa toxina nativa |-
9.2.2. La figura 8 demuastra que al probar la reactividad de estos sueros contra la

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

Los sueros antipéptido que mejor reconocen a la toxina 11-8.2.2 son 1-14V, 1-14N,
1-27T, 1-27S confirmandose esto cuando realizamos las curvas de titulacidén con
todos los sueros antipéptido obtenidos, (Fig. 9).

Los anticusrpos antipéptido que reconocen mejor a la toxina son los que comespon-
den a los péptidos del extremo amino de la toxina. Claramente podemos observar
que conforme el pdptido va siendo mds grande (mayor numera de residuos de
aminodacidos) los sueros antipéptido reconocen mejor a |2 foxina. Los péptidos de la
pane central de la toxina, entre el aminodcido 22-40 y del carboxilo terminal entre el
aminoacido 61-65, inducen anticuerpos que no reconocen a la toxina. Si compara-
mos estos resullados con la estructura tridimensional de una toxina de! alacran
Cantryroides sculpturatus, variante 3, para la cual ya se conoce el patrén de
ditvaccién de rayos-x (Fontecilla-Camps et al. 1980,) y tomamos en cuenta que hay

una importante similitud en la secuencia de aminoAcidos entre las toxinas de



55

C. Sculpturatus y la de C. noxius (Possani, 1984) es consistente concluir que fa

porcién central de la toxina 11-9.2.2 {residuos 20-40) constituye pare del corazén de
la molécula menos expuesta. Esto precisamente s8¢ ha demostrado para la variante-
3 de C. sculpturatus (Fontecilla-Camps 1980). Con relacién al pentapéptide C-
terminal (residuos 61-65) es de esperarse, como ya se ha comentado, que pofr
tratarse de un pentapéptido de pocos aminodcidos, con manor probabilidad de
estructuracion secundaria que !a de los péptides con 14 6 mas residuos de aminoa-
cidos, era de esperarse que la respuesta inmune no fuera tan eficienta.

Es interesante notar que el péptido 1-14N sin modificar induce majores titulos de
anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina nativa que el péptido 1-14V
(modificado que le faltd el 4cido glutamico de posicidn numsro 2 ). Esto también era
de esperarse. Asi mismo cabe resaltar que el péptido 1-27 sin acarreador induce
mejores titulos de anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina, que cuando

esta acoplado a un acarreador.

3.-Desafio de ratones con suero Inmune anti-péptido y desafio in vivo con

toxina nativa.

Antes de desafiar a los ratones inmunizados se decidié hacer pruebas de neutrali-
zacion en terceros ratonss, esto con el fin de abtener resultados que nos ayudaran
a ver si alguno de los sueros antipéptido que reacciond contra la toxina %-9.2.2 era
capaz de neutralizaria, ya que in vivo se habia observado que el electo de la toxina
es sumamente rapido. Esto indica que la toxina es sumamente afin a su sitic

receptor en el organismo por lo cual tal vez aun cuande tengamos anticuerpos
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antipdptido no veriamos nada en el desafio directo de los ratones inmunizados. Por
fo cual pensamos que preincubando la toxina con el suero se favoreceria el
reconocimiento de los anticuerpos a la toxina de modo que al inyectar los ratones
con esta mezcla posiblements se podrian oblener resultados mas claros. Por
ejomplo, sl los sueros lienen anticuerpos antipéptido que reconocen a la toxina los
animales no morran, lo cual indicaria que estos anticuerpes antipéptido estan
reconociendo el sitio de la toxina con el cual se une al silio receptor en el organis-
mo, ademas de que la afinidad del anticuerpo antipéptido por la toxina fuese muy
fuerta de manera que el complejo toxina anticuerpo antipéptido no se disociara, Por
ofra parte si el ratdn presentara intoxicacién después del tiempo en que lo presen-
tan los ratones controles eslaria indicando que a pesar de que los anticuermpos
antipéptido se pegan a !a toxina, la unidén es muy débil y el complejo toxina
anticuerpg se disocia facilmente,

Por otra pare si los sueros tienen anticuerpos antipéplido que se pegan an un sitio
a la toxina con el cual ésta no se une al sitio receptor del organismo ¢ anticuerpos
antipéptido que no raconocen a la toxina, los animales moririan al mismo tiempo
que los organismos controles.

Al realizar estos experimentos como se observé en la tabla 5 Unicamente con los
sueros antipéptido 1-14V modificado, 1-27T y 1-275 logré sobrevivir mas del 50%
da la poblacién de los ratones utilizados.

Curiosamente a pesar de que el péptide 1-14N sin modificar induce altos titulos de
anticuerpos anlipéptido que reconocen a la toxina 11-9.2.2, estos anticuerpos ne son
capaces de prolejer a los ratones del envenenamiento con la toxina, de manera

contraria e} péplido 1-14V modificado a pesar de que no induce altos tilulos de
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anticuerpos antipéptida que reconecen a la toxina al parecer estos logran contra-
rrestar el efecto de la toxina. Esto podria deberse a que estos anticuerpos antipépti-
do 1-14V modificado se unen con mayor afinidad que los anticuerpos antipéptido 1-
14N no modificado.

Finalmente e! experimento que podria corroborar los resultados obtenidos hasta
aqui indudablemente era el desafio directo de los ratones inmunizades con los
péptidos sintéticos.

Hasta aste punto es claro que todos los péplidos inducen allos titulus de anticuer-
pos antipéptido, que los sueros antipéptido 1-14N sin  modificar 1-14V modificado
1-27S y 1-27T tisnen anticuerpos que reconocen a la toxina 11-9.2.2 y que en los
ansayos de neutralizacién en terceros, solamente los sueros antipdptido 1-14V 1-
278 y 1-27T parecen tener anticuerpos que neutralizan el efecto de la toxina.

Al realizar ol desafio directo de los ratonas inmunizados come sa vié an la tabla 6
dnicamente en el grupo inmunizado con el péptido 1-14V modificado logrd sobravi-
vir 8! mayor ntmaro de ratonas (80 %) sin embargo no podemos decir que este
péptido 1-14V induzca anticuerpos que neutralizan fotalmente el efecto de la toxina.
Es importante resaltar que los 5 péptidos del extremo amino terminal inducen
anticuerpos que reconocen a la toxina nativa y que por o menos uno do allos 1-
14V rmodificado contrarresta ligeramente el efecto de !a toxina, lo cual indica que
posiblemante es necesario invastigar cual es la conformacién que loma esto region
en la toxina nativa para posteriormente sintetizar esta regién tralando de que el

péptido tenga esta estructura tridimensional.
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4.-Concluslones

En este trabajo de tesis se reporta la sintesis de 12 péptidos correspondientes a la
secuencia de aminoacidos de (a toxina [1-8.2.2 de! veneno del alacran C. noxius.
Los péptidos fueron purificados y caracterizados quimicamente. Siete de allos fueron
utilizados para inmunizar ratones {albinos, CD1).

Los ratones fueron capaces de producir anticuerpos que reconocieron de forma
importante a los péptidos acoplados a un acamoador {distinto del usade para la
inmunizacidn). También reconocieron a los péptidos solos {an ensayos de ELISA) y
mas imporante atn, fueron capaces de raconocer a la toxina nativa. Los sueros
inmunes antipdptido sintéticos que mejor titulo presentaron en el reconocimiento a la
toxina fueron:1-14N, 1-27T, 1-278, correspondientes a la regién aminoterminal de la
toxina 11-9.2.2.

Cuanto mayor el péptido sintético en términos de nimero de residuos de aminoaci-
dos tanto mejor 1a respuesta. El péptido amino terminal 1-10 fué el que produjo el
titulo mds bajo. El desalio de terceros ratonas con complejos suero antipéptido
sintético mas una LDS0 de loxina demostré baja proteccién antitoxina. El mejor
resultado fué obtenido con los péptidos 1-14V, 1-275, 1-277. Desafio directo in vive
confirmaron los resultados de neutralizacién en terceros ratones.

Sin embargo, el disefio de péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia de
aminodcidos de toxinas especificas del venene de alacranes para su uso posterior
como posible “vacuna sintética™ necesita ser ampliado.

No obstante que nuestros experimenios produjeron datos valiosos, especialmente
en cuanto al tamafo del péptido a sintetizar y a la region de la secuencia de la

toxina (amino- terminal), todavia falta responder pregunias impertantes, come estas:
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a) ¢(Cuidl 8s exactamente el mejor fragmento peptidico qua se debe utilizar de Ia
region N-terminal de la toxina?.

b} ¢ Los epltepes neutralizantes reievantes cofresponden a secuencias de aminoaci-
dos linealss ¢ a regiones conformacionales en la cual mas de una porcién subya-
cents de la estructura primaria de la toxina convergen para producir anticuerpos
neutralizantes?. c¢) ¢ Debe el péptido sintético ser suficiantemente largo a fin de
permitir una estructuracién secundaria de si mismo, para mejor produccién de
anticuerpos neutralizantes?. ¢) ¢ Es posible ensayar una respuesta a esta preguntas
mediante experimentos de cultivo In vitro con células del sistema inmune (macrdfa-
gos presentadores y/c linfocitos B) de ratones pre-inmunizados con toxina nativa?.
Parte de estas preguntas sa estdn intentando responder en el laboratorio en este

momento {tesis de doctorado de fa M. en C. Emma Calderén).
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