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RESUMEN

Los venenos de alacranes presentan toxinas cuyo blanco de accién son canales ibnicos. En
el presente trabajo abordamos el estudio de la relacién estructura-funcion y capacidad
inmunogénica de estas toxinas. Utillizando macerado de telson, veneno total, fraccién Il de
Sephadex G-50 (que contiene todos los componentes téxicos del veneno de alacran) y la
toxina 2 purificada a homogeneidad (todas de C. noxius), como antigenos para inducir
respuesta Inmune humoral; definimos que los componentes inmunodominantes y relevantes
para la induccidn de respuesta protectora en murinos son las toxinas para canales de sodio.
Utilizando péptidos sintéticos, definimos que las regiones 1-14 y 1-27 de la toxina 2 de C.
noxlus, utilizada como modelo de toxina tipo B, son inmunogénicas y al menos parte de estas
regiones se encuentran expuestas en la superficie de la toxina nativa. Los resuitados de los
ensayos de neutralizacién pasiva con sueros anti-péptidos sintéticos, sugieren que tambien las
regiones 1-14 y 1-27 portan epitopes neutralizantes. Por ensayos de proliferacion de celulas
de ganglios linfaticos de ratones BALB/c, inducidos con toxina 2 in vivo y estimulados in vitro
con péptidos sintéticos, definimos que las regiones 1-14 y 17-25 portan epitopes T. Ademas
disefiamos y sintetizamos un péptido quimérico andlogo uno a las toxinas de tipo B. Este
resulto téxico a concentraciones mucho més aitas que las toxinas nativas. El péptido quimérico
B presenté actividad bloqueadora sobre canales de sodio, semejante a la mostrada con las
toxinas B por o cual concluimos que obtuvimos una toxina quimérica tipo 8 totalmente sintética
ademas el péptido mostré ser Inmunogénico y generador de anticuerpos neutralizantes del
efecto de las toxinas nativas.



SUMMARY

Scorpion venoms contain toxins target to ion channels. In this thesis we have focused on the
study of the structure-function relationship and on the immunogenic properties of these toxins.
We have used the following antigens from Centruroides noxius: telson macerates, total venom,
fraction Il from Sephadex G-50 (which contains all the toxic components of the venom) and
highly purified toxin 2, in order to study the humoral immune response in mice and rats. The
immunodominants and most relevant components capable of inducing neutralizing response
were found to be the toxins that affect Na' channels of excitable membranes. Using synthetic
peptides we have shown that regions corresponding to the N-terminal amine acid sequence:
1-14 and 1-27, of toxin 2 from C. noxius (chose as model of toxin type B) are immunogenic,
and at least part of these regions are exposed to the surface of the native toxin. Passive
neutralization experiments conducted with sera anti-synthetic peptides also suggest that the
reglons 1-14 and 1-27 correspond to neutralizing epitopes of the toxin 2. Proliferation assays
with cells from lymphatic ganglia of BALB/c mice, previously induced in vivo and lately
stimuiated /n vitro with synthetic peptides, show that reglons 1-14 and 17-25 also function as
T cell epitopes. Furthermore, we have designed and synthesized a chimeric peptide analogue
to toxins type B. The peptide was mildly toxic, at much higher concentration than the
corresponding native toxins. The chimeric peptide assayed in neuroblastoma cells revealed to
affect the activation mechanism of Na' channels, just like the native toxins. The chimeric

peptide showed to be immunogenic and capable of eliciting neutralizing antibodies against
native toxins.
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PRESENTACION DE LA TESIS

El trabajo contenido en esta tesis se realizé en el contexto del estudio de la relacién estructura
funcién de las toxinas del veneno de alacranes especlficas para canales de sodlo.

En la presente tesis se describe brevemente el marco tedrico de mayor relevancia para la
realizacion de! trabajo experimental, as/ como los antecedentes utilizados para su elaboracion.
Los resultados de este trabajo se presentan en conjunto con los objetivos planteados,
refiriéndose a los articulos que conforman los anexos de ésta tesis. Para concluir se presenta
un apartado que corresponde a las perspectivas futuras del trabajo. Tamblén se presenta un
apendice del trabajo que incluye dos caplitulos en los cuales se colabor6 en Ia elaboraciéon y
que contienen datos parciales de la presente tesis.



4
l. INTRODUCCION

Los venenos de los alacranes contienen neurotoxinas de bajo peso molecular con actividad
sobre canales idnicos (Miranda et al. 1962; Zlotkin et al. 1978; Possani et al. 1980). Las
toxinas de alacran se han clasificado por su blanco de accién en dos tipos: neurotoxinas
para canales de sodio (Caterall, 1976), con 60-66 residuos de aminoacidos (Rochat et al.
1979; Fontecilla-Camps et al. 1988) y toxinas para canales de potasio (Carbone et al. 1982:
Miller et al. 1985) de 30-39 residuos de amlno4cidos (Possani et al. 1982; Giménez-Gallego
et al. 1988; Johnson y Slugg, 1992). Las toxinas para canales de sodio son pequefias
proteinas basicas estructuradas en forma muy compacta por la presencia de cuatro puentes
disulfuro. ActGan sobre canales iénicos dependientes de voltaje a nivel del mecanismo de
inactlvacion (toxinas tipo o) o del mecanismo de activaclén del canal (toxinas tipo ).
Actualmente se conocen cerca de 100 toxinas diferentes, de las cuaies algunas ya han sido
secuencladas. La primera estructura tridimensional obtenida fue la de la V3 de Centruroides
sculpturatus sculpturatus que corresponde a una toxina de tipo B para canales de sodio
(Fontecilla-Camps et al. 1980). Posterlormente se defini6 la estructura tridimensional de una
toxina a, la toxina il de Androctonus australis Hector (AaH). (Fontecilla-Camps et al. 1988).
Este mismo grupo ha propuesto la existencia de una superficie hidrofébica conservada que
pudiera jugar un pape! importante en la unién de las toxinas de alacrdn a su sitio receptor
(Fontecilla-Camps ot al. 1981).

A partir de estos datos y basados en el mecanismo de bloqueo, las toxinas se han agrupado
y se han alineado de acuerdo a la homologia de su estructura (Possani et al. 1985).

En nuestro laboratorio, desde hace 18 afios se ha trabajado en el aislamiento y caractarizacién
de diversas toxinas de alacranes de Importancia médica. Nuestro grupo ha purificado y
caracterizado 40 toxinas para canales de sodio y 3 para canales de potasio: 11 toxinas de
C. noxius (Possani et al. 1981a; Possani et al. 1981b; Dent, 1982; Possani et al 1982;
Zamudio et al. 1992), § de C. limpidus tecomanus (Possani et al. 1980; Martin et al. 1988;
Ramirez et al. 1988 ), 1 de C. elegans ( Possani et al. 1978; Ramirez ef al. 1981), 6 de
Tityus serrulatus (Possani et al. 1977, 1981c, 1982, 1985; Possani et al. 1991) 10 de T.
bahlensis (Possani et al. 1992), 5 de C. limpidus limpidus y 2 méas de C. infamatus infamatus
(Alagén, 1988, Possani et al. 1991). |

Las toxinas de alacranes también se han estudiado desde el punto de vista de su relacién
estructura-funcion por el grupo de Rochat (Rochat et al. 1979) y més recientemente por
nuestro grupo. Sus caracteristicas estructurales en funcién de su antigenicidad han sido
abordadas principaimente por el grupo de Rochat y col. en Francla, utillizando como modelo
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la toxina |l de AaH, y como herramienta fragmentos Fab de anticuerpos especificos de la
toxina nativa (El Ayeb et al. 1983). También se han usado anticuerpos policlonales anti-toxina
nativa, péptidos sintéticos y modificaciones quimicas de residuos especificos de la toxina
nativa. (Bahraoui et al. 1987; Bahraoul et al. 1986; Bahraoul ef al. 1988; El Ayeb et al. 1986,
Granier et al. 1989). A partir de los resultados derivados de estos experimentos, los autores
de estos trabajos han sugerido que la mayor parte de la toxina es antigénica, excepto las
reglones altamente conservadas, especlalmenté en el extremo amino terminal, y que el sitio
toxico no se traslapa con las regiones antigénicas (El Ayeb et al. 1986; Kharrat et al. 1989 y
1990).

En nuestro grupo el estudio de la relacién estructura funcién ha sldo abordado a través del
uso de anticuerpos monoclonales (Zamudlo et al. 1992) y péptidos sintéticos traslapados
correspondientes a: 1) la totalidad de la estructura primaria de Ia toxina NTX cuyo blanco de
accion son los canales de potaslo dependientes de voltaje (Gurrola et al. 1989 ; Vaca 1989)
y 2) practicamente toda la secuencia de amino4cidos de otras toxinas como la toxina 2 de C.
noxius cuyo blanco de acclén son los canales de sodio sensibles a voltaje (Olamendi, 1991).
A partir del uso de éstos péptidos se ha propuesto que la actividad biolégica de la toxina NTX
esta en el extremo amino terminal y, por resultados también de experimentos con péptidos
sintéticos, de la toxina Cnli-10 (también una toxina B para canales de sodio que ahora se
denomina Cn4 -Becerril et al. sometido), se ha sugerido que el extremo amino terminal de las
toxinas de canales de sodlo sensibles a voltaje es la regién que porta la actividad téxica.

Por otro lado, sabemos que uno de los factores que definen a un determinante antigénico
(epitope), mas que la secuencia de amino4cidos involucrados, es la manera en que estos
residuos se arreglan tridimenslonalmente (Sela, 1969). Asi la topologfa juega un papel en la
estructuraclén de un determinante antigénico. Otro de los factores propuesto como importante
para la antigenicidad es la flexibilidad del epitope y su exposiciéon a la superficie. Ambas
caracteristicas han sido correlaclonadas, aunque se propone que solo uno de estos factores
juega un papel esenclal para la antigenicidad en tanto que el otro, sin ser esencial,
correlaclona fuertemente con ésta (Tainer ot al. 1985; Tainer st al. 1984). Argumentos teéricos
apuntan a favor de que la flexibilidad segmental disminuye la constante de unién antigeno
anticuerpo, de tal forma que las constantes de unién mas altas (10"'%) se han observado con
anticuerpos dirigidos hacia proteinas nativas, mientras que los anticuerpos contra moléculas
con alto grado de libertad (péptldos y oligosacaridos), tienen constantes de unlén
significativamente mas bajas (10°) (Kranz et al. 1982; Mudgett-Hunter et al. 1985).
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Reportes del anélisis de la antigenicidad y flexibilidad de las neurotoxinas de escorpion, indican
que es la accesibilidad estatica la esencial para la antigenicidad y que la flexibilidad segmental
no contribuye de manera importante a ésta. (Novotny y Haber, 1986; Bahraoui et al. 1986).

Los anticuerpos contra una protelna nativa preéentan una mayor afinidad contra la
conformacién nativa que hacia otras conformaciones de fragmentos o moleculas
desnaturalizadas. Igualmente, anticuerpos generados contra una protelna desnaturalizada tiene
mayor afinidad para el antigeno homologo que hacla la conformacién nativa. Lo anterior puede
explicarse si el péptido no contiene todos los residuos de contacto de un determinante
antigénico, lo que da lugar a un enlace de unién baja. En el caso de que todos los segmentos
de la estructura primarla completa se encuentren presentes, puede ocurrir que la afinidad
disminuya debido a que la topografia de los residuos en el péptido no den lugar a un
determinante complementario al paratope del anticuerpo. También es posible que la afinidad
se reduzca debido a que solo una pequefia fraccién de fragmentos peptidicos adqulera la
conformaclén adecuada a un tiempo dado y, finaimente se propone que la unién de un
anticuerpo a un péptido que no contiene una conformacién nativa, ocurre con unha
complementaridad submaxima, y es después de la formacién del complejo que se inducen
cambios intramoleculares en el péptido, que adquiere una conformacién méas parecida a la
nativa (Berzofsky y Schechter, 1981). Debido a estas observaciones, fue sorprendente
encontrar que los anticuerpos generados contra péptidos sintéticos muestran una importante
reactividad cruzada con protelnas nativas (Green et al. 1982; Lerner, 1984).

Este sorprendente hallazgo, aunado a la tecnologfa de sintesis quimica de péptidos en fase
sélida, ha sido de gran utilidad en 4 &reas de investigacién basica: 1) para definir la secuencia
de aminodcidos expuestos en la superficie de una protelna nativa 2) la preparaciéon de
anticuerpos especificos de un sitio particular en una molécula, 3) para definir regiones de una
protelna relevantes para la induccién de anticuerpos neutralizantes de su actividad biologica,
y 4) en el Intento de dirigir l]a respuesta inmune al sitio activo de una proteina que en
condiciones fisiolégicas es poco inmunogénica o no Inmunogeénica.



II. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

A partir de los resultados experimentales obtenidos por nuestro grupo y considerando el marco
tedrico anterior, decidimos seguir explorando la relacién estructura funcién de las toxinas de
alacran y determinar las regiones, de una toxina modelo, relevantes para la neutralizacién de
la actividad téxica de éstos péptidos, ademas de evaluar la presencia de regiones inductoras
de linfocitos T. Para ésto utilizamos un péptido sintético de 57 residuos de aminoacidos, que
corresponde a la secusncia practicamente total de las toxinas tipo B. También utilizamos
péptidos correspondientes a secuencias parciales de la toxina 2 de C. noxius, previamente
preparados (Olamendi, 1991). Por lo anterior, el presente trabajo, esta enmarcado en la
definici6n de los componentes del veneno de alacrn, o regiones especificas de estos,
relevantes para la induccién de anticuerpos neutralizantes. Estos resultados tendran potencial
aplicacion en la obtencién de antisueros mas eficientes y especificos y, a largo plazo, podrian
utilizarse para la induccién de inmunidad activa en poblacién humana de alte rlesgo. Los
elementos para proponer un estudio de éstas caracteristicas son los sigulentes:

a) En México el aiacranismo representa un problema real de salud cuyo unico tratamiento
especifico consiste en la administracién de suero especifico. Anuaimente se reportan alrededor
~de 200 000 accidentes de envenenamiento por picadura de alacran, de los cuales 700-800
tienen un deseniace fatal (Monroy-Velazco,1'961; Alagén y Lépez-Acufia, 1979; Dehesa-
Davila,1989).

b) Los métodos tradicionales para la obtencién de antisueros consisten en la
hiperinmunizacion de caballos con macerado de telson o veneno total de varias especies de
alacranes. El uso de una mezcla compleja de antigenos para inmunizar, potenciaimente distrae
la respuesta inmune de los componentes relevante para neutralizacién. Debido a ésto es
necesario utilizar concentraclones altas de antisuero, lo que aumenta el riesgo de reacciones
secundarias a la formacién de complejos inmunes, como la enfermedad del suero.

c) Debido a que la sintomatologia de envenenamiento por toxinas de alacran es un evento
agudo que se presenta a escasos minutos de la inyeccion del veneno, es necesario la
aplicacion de seroterapia adecuada en los primeros minutos despues de iniciada la
sintomatologia grave. Justamente esta rapidez en el desarrollo de la sintomatologia ha sido
un argumento que apoya el escepticismo sobre de la eficiencia de un sistema de vacunaclén
‘contra veneno de alacrén, ya que, a menos que los niveles de anticuerpos neutrallzantes se
encuentren altos por un periédo de tiempo prolongado (ejem. durante la estancla en una
regién de alto riesgo en épocas de alta incidencia), la Inmunidad activa no tendrfa tiempo para
actualizarse y proteger contra este proceso tan agudo.



d) A pesar de ésto, si fuera posible inducir respuesta neutralizante prolongada por medio
de analogos sintéticos, no tdxicos, de las toxinas de alacran, ésto permitiria proteger a
individuos de alto riesgo en regiones con alta incidencia de accidentes por picadura de alacran,
contribuyendo al control de este problema de salud publica.

Con estos antecedentsas y los elementos tedricos revisados arriba, se planteai'on los siguientes
objetivos para desarrollar durante el trabajo doctoral y las estrategias utillzadas para abordar
su solucion:

1.- Definir los componentes minimos necesarios para la induccién de una respuesta
neutralizante de! efecto toxico del veneno de alacranes.
La relevancia de este objetivo fue el poder contestar las siguientes interrogantes:

)] ¢, Existe en el veneno de alacran uno (o varios) componente(s) inmunodominante(s)
para la Induccion de anticuerpos protectores ?

i) ¢ Cual es la naturaleza de este componente inmunodominante?

) ¢ Cédmo se compara la capacidad neutralizante de los antisueros inducidos con
componentes de diferente grado de complejidad, todos estos obtenidos del veneno de
alacran ?

iv) Dada la toxicidad del veneno de alacran, ¢ podemos utilizar un método para destoxificar
el veneno o sus componentes, que adicionalmente pueda ser utilizado como vehiculo de
Inmunlzacién ?

v) ¢ Como Influye la destoxificacién de los componentes del veneno, en su capacidad
inmunogénica ?

Las estrategias para abordar este objetivo, asi como los resultados exparimentales obtenidos
se presentan en el anexo 1 que corresponde al articulo:

Anexo 1
E.S. Calderén-Aranda; D. Hozbor; L.D. Possani.
‘“Neutraltzing capacity of murine sera induced by different antigens of scorpion venoms".
Toxlcon, En prensa.

2.-Evaluar las posibles regiones relevantes para la actividad biolégica, y la presencia de
epitopes protectores en toxinas tipo B, con actividad sobre canales de sodio de mamiferos,
sensibles a voltsje.



Para abordar este objetivo nos planteamos los siguientes problemas:

l) Disefar y sintetizar un péptido quimérico de toxinas de tipo 8 a partir de las homologias
y diferencias estructurales de las toxinas tipo o y B.

li) Evaluar la actividad toxica del péptido sintético quimérico.

ili) Definir el mecanismo de toxicidad del péptido quimérico B.

lv) Evaluar si las regiones altamente estructuradas en las toxinas de tipo B (no modificadas
en el péptido quimérico) estan Implicadas en la conformacién del sitio activo.

v) Evaluar sl la longitud y las regiones conservadas de la estructura primaria de las toxinas,
estan involucradas en la capacidad inmunogénica inductora de anticuerpos neutralizantes
del efecto de las toxinas.

vi) Evaluar la presencia de epitopes neutralizantes en la toxina 2 de C. noxius, (utilizada
como modelo de toxinas tipo 8).

vil) Evaluar la presencia de epitopes T, en las regiones que portan epitopes neutralizantes
para el efecto de la toxina nativa.

Los resultados correspondientes a los experimentos realizados con la finalldad de abordar
estos objetivo, se presentan en el anexo 2, integrados en una comunicacién gue se encuentra
en preparacion de la cual presentamos la versién en espafiol (por tratarse de datos todavia
no publicados).

Tamblen en éste mismo anexo presentamos los datos derivados del uso de péptidos sintéticos
traslapados de la secuencia 1-40 y 61-65 de la toxina 2 de C. noxius, utilizados con la

finalidad de evaluar las posibles regiones involucradas en la induccién de anticuerpos
neutralizantes.

Anexo 2
Calderén-Aranda,E.S., Olamendi,T.P, Possani L.D. (En preparacion)
Sintesls y caracterizacion inmunolégica de péptidos correspondientes a la toxina 2 del
ascorpléon Centruroldes noxius Hoffmann.
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ANEXO 1

NEUTRALIZING CAPACITY OF MURINE SERA INDUCED
BY DIFFERENT ANTIGENS OF SCORPION VENOMS.
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SUMMARY

E. S. CALDERON-ARANDA, D. HOZBOR and L. D. POSSANI. Neutralizing
capacity of lmurine sera induced by different antigens of scorpion
venom. Toxicon 00, 0-0, 1992.

Approximately 700 people die in Mexico each year from scorpion
stings. The only useful therapy available is anti-serum obtained
from horses immunized with macerates of venomous gland from
scorpions of the genus Centruroides. We report the results of
experiments conducted with mice and rats in order to evaluate the
relevant components of the venom from Centruroides noxius in the
induction of a protective response against scorpion envenomation,

either in vivo or in_ vitro. Gland macerates of whole telsons

(stinger), soluble venom extracted by electrical stimulation, toxic

fractions from gel filtration on Sephadex G-50 and highly purified
toxin 2 from this scorpion venom were all used to produce hyper-
immune mice and rats, which were challenged in vivo with the

equivalent of the lethal dose 50% (LDgg)of soluble venom, or their

- sera were prepared for in vitro neutralization experiments using

non immunized-animals.

The maximum neutralizing capacity (100%) was obtained when soluble
venom was used as antigen, while purified toxin 2 produces 80%
survival in _vivo. The neutralizing capacity of murine anti-sera
evaluated in vitro was: sera anti-fraction II > anti-toxin 2 >
anti~total venom > 'anti—gland macerates of whole telsons. Two

additional aspects were further investigated in the present work.



One 1is the demonstration by immunoblotting that proteins
corresponding to the electrophoretic mobility of toxins known to
block sodium channels are highly immunodominant in this wvenon.
Second, there is an strong cross-reactiviﬁy of anti-sera produced

with Centruroides noxius when assayed against venoms from other

dangerous species of Centruroides scorpions from Mexico, but not
against the Israeli scorpion Leiurus guinguestriatus. Finally, the
immunodominance of toxic fractions in the immune-response was
observed either with immunization using Freund's adjuvant or by
means of adsorption to nitrocellulose membranes. This 1latter
vehicle was shown to be an excellent detoxifying agent, without
changing the immunogenicity of the toxins, as might occur with

chemical treatment of these neurotoxic peptides.



INTRODUCTION

In Mexico, _'approximately 200,000 people annually are stung by
scorpions, with a death rate of 700-800 persons, despite the fact
that horse anti-serum is available and is used in most cases
(MONROY-VELAZ2CO, 1961; DEHESA-DAVILA, 1989). Scorpionism is a real
public health problem not only in Mexico (MAZZOTTI and BRAVO-
BECHERELLE, 1963), but also in other areas of the world (BUCHERL,
1971; BALOZET, 1971; SHULOV, 1955). Scorpions dangerous to humané
belong to the family Buthidae, in which the most representative
genera are: Androctonusg, Buthug, Centrurojdes, Leilurus and Tityus.
Unfortunately, the literature on scorpionism and serotherapy are
rather limited (DEHESA-DAVILA, 1989; HASSAN, 1984; EL AYEB and
'DELORI, 1984). The only specific medical treatment for envenomation
by dangerous scorpions is the use of anti-sera, which are usually
prepared in horses by inoculation of whole venom or telson
macerates (RUIZ-CASTAREDA, 1933; GRASSET et al., 1946; MONROY-
VELAZCO, 1961; BALOZET, 1971). However, the efficacy of the sera is
low and the availability of anti-serum in remote areas of the
country is scarce (DEHESA-DAVILA, 1989; BALOZET, 1971). Additional
ptoblaml accompanying serotherapy are: the use of highly complex
mixtures of antigens for production of horse anti-venom, which
distracts the immunolecgical response; the low titre of the sera,
which requires injection of large amounts of horse 1mmunoq1abu11hl
to patients. This in turn may lead to poor immunologioal protection

hqa.{nlt the venom, and may possibly cause serum sickness in the



victim.
Several guestions were raised in the present research: 1) Are all

components present in the venom of the scorpions relevant for the

production of protective anti-serum in vive and in vitro? 2) Which

is the best anti-serum that should be used for an adequate
protection -of experimentally envenomed animals? 3) Since the
primary structure of scorpion toxins are similar (ROCHAT et al.,
1979; POSSANI, 1984), and common or shared epitopes are expected to
be present among the distinct toxins, how much cross-reactivity
exists when different venoms are tested with serum produced against
C. noxius venom? Finally, 4) which is the best co-adjuvant vehicle

for immunization?. We have chosen the scorpion Centruroides noxius

Hoffmann as a model, and used five distinct antigenic preparations

to immunize mice and rats. Furthermore, for the immunization

protocol we have used similar amounts of antigens, based on
lethality levels (relative concentration of toxins in different

venom fractions), rather than on the weight of antigen or its

protein content.



MATERIAL AND METHODS

Source of venons.

r——

Venoms from <the scorpions Centruroides noxius, Centruroides

limpidus limpidus, Centruroides limpidus tecomanus, Centruroides

infamatus infamatus and Centruroides elegans were obtained in the

laboratory by electric stimulation, centrifugation and storage as
previously described (DENT et al., 1980). Venom from the scorpion
Leiurus guinguestriatus guinquestriatus was purchased from Latoxan
(Rosans, France). Telson macerates from Centruroides"noxius were
prepared by grinding and homogenization in water of the last
postabdominal segment (which contains a pair of venom glands),
followed by centrifugation (5000 x g) and recovery of the

supernatant. This was freeze-dried and kept at -20 ©C until used.

Antigens.

From the venom of C. noxius several antigens were used: whole gland
macerates, soluble venom extracted by electric stimulation, sub-~
fractions I and II from the Sephadex G-50 column, and highly
purified toxins II-9.2.2 (toxin 2), II-11.3, II-11.6 and II-13.6

(Possani, 1984; Zamudio et al., 1992).

Immunization.
Because several antigens were used, and to simplify our
nomenclature, we will call "soluble venom" that extracted by

electrical stimulation, while "telson macerates" refers to the



venom obtained by grinding the whole venom apparatus of the
scorpions. Female CD1 mice (8-10 weeks old) and female Wistar rats
(200 g) were used. Groups of 10~15 animals were used for each
antigen. All groups were immunized subcutaneously four times at
intervals of 15 days each. For telsons macerates, 538 ug were
applied per animal (equivalent to 50 pug of soluble venom) after
emulsification with Freund's complete adjuvant in the first
immunization and with incomplete adjuvant in the 1last three
injections. Soluble venom was injected in 50 pg doses to each
animal. Two different vehicles were used: rats and one group of
mice were injected with emulsified Freund's adjuvant, while venom
adsorbed on nitrocellulose membrane was used for other groups of
mice. The Sephadex G-50 fraction I was injected in one group of
mice in 25 pg doses, emulsified with Freund's adjuvant, while
fraction II was inoculated in Freund's adjuvant in 32.5 ug doses
per animal (equivalent to the content of this fraction in 50 pg of
soluble venom). Two immunization vehicles were also used for
fracction IXI: emulsification with Freund's adjuvant for all rat
groups and one of the mouse groups, and toxin adsorbed on
nitrocellulose membrane for another mouse group. Toxin 2 was
inoculated in 2.5 ug doses (equivalent to the content of this toxin
in 50 pug of soluble venom), emulsified with Freund's adjuvant for
the rat group and one mouse group, and adsorbed on the nitro-
cellulose membrane for another mouse group. Nitrocellulose
membranes, capacity 80-100 ug/cm?‘, from Bio-Rad Lab. (Richmond, CAa,

U.S.A.) were cut in pieces of 0.45 cmz, adsorbed with the



appropriate antigens, dried, placed inside of needles (gauge 15)
and injected into the animals with a metal piston which fits inside
the needle. All animals were bled nine days after the third
immunization. Sera were clarified by centrifugation (15 min at

10,000 x g), distributed in aliquots and frozen until used.

ELISA titration

Polyvinyl plates (Costar, cat. No. 2596, Cambridge, MA, USA) were
coated with 250 nanograms per well of C. noxius, C.limpidus
limpidus, C. limpidus tecomanus, C. infamatus infamatus, C. elegans
or Leiurus quinquestriatus soluble venom, or 160 nanograms per well

of C._noxius fraction II in 0.02 M sodium bicarbonate buffer pH

9.6. The wells were saturated with 1% bovine serum albumin (BSA)
and 0.1 % gelatin in phosphate buffer with saline (PBS), at pH 7.4.
'Antiserum double serial dilutions in saturating solution (1% BSA,
0.1% gelatin, PBS buffer) were tested on the plates after
incubation for. 2 h at 37 °©C. Commercial goat anti-mouse
immunogldbulin G (IgG), coupled to horseradish peroxidase (Bio-Rad
Lab., Richmond, CA, USA) and rabbit anti-rat IgG, coupled to
horseradish peroxidase from DAKO Co. (Carpinteria, CA, USA) were
used as second ligands, and o-phenylendiamine and hydrogen perokide
were used as substrate. The reaction was stopped with 4 N sulphuric
acid and the absorbance measured in an ELISA reader, model 1550 EIA
(BioRad Lab., Richmond, CA, USA).

Electrophoresis and Western Blot

Soluble venoms from the scorpions studied, as well as the sub-



VP SOV SRS I AN R A

fractions and purified toxins were séparated by polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) containing 20 % acrylamide, in acetic acid-
urea buffer (SMITH, 1984) with constant voltage at 120 V. Gels were
either stai:led with Coomassie blue' G-250 or transferred on
nitrocellulose membrane, both to the cathode (+) and fo the anode
(=), using Tris~glycine buffer pH 9.0 at constant voltage (70
volts) for 8 h, at 4 °C (modificated from TOWIN et al., 1979).
Nitrocellulose membranes with the transfer:ed proteins were
saturated with 1% BSA, plus 0.1 % gelatin for 2 h at room

temperature.

Immunoblot

Nitrocellulose membranes, containing the antigens transferred from
the preparative gel electrophoresis, were cut in 5 mm wide strips
and incubated with anti-sera (1:300 dilution), overnight, at 37 ©c,
under agitation. Preparative gels in 20% acrylamide, were run with
1 mg of sample, using a 12.5 cm large slab gel plate. The sera used
for these experiments came from mice immunized against soluble
venom and sub-fraction II of C. noxius by using both Freund's
adjuvant and nitrocellulose-adsorbed antigens. A control with
nonimmune serum was run in parallel. Immunoblot analysis of the
different fractions from C. noxius and from soluble venom of the
other scorpions studied was also performed with antiserum (1:300
dilution) obtained from mice immunized with C. noxius soluble venom
in Freund's adjuvant. The incubation time was 12 h at room

temperature under agitation. Binding of specific antibodies was

9
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detected with horse-radish peroxidase labeled goat IgG anti-mouse
IgG (BioRad Lab., Richmond CA, USA). Substrates were 3,3'-
diaminebenzidine and hydrogen peroxide, in 0.05 M phosphate buffer
pH 7.4. The feactiqn was stopped by washing with the same buffer,
without substrates.

Neutralization assays

In vivo assays.

For these experiments, groups of mice and rats immunized with
different antigens were challenged by injecting intraperitoneally
the amount equivalent to 1 LDgy of soluble venom from C. noxius
(0.1 pg/g weight of rats and 0.26 ug/g weight of mice), nine days
after the fourth immunization. A group of ten normal animals was
used as control. Survival was read 24 h after challenge.

Passive neutralization assays.

All rats, immunized with different sets of antigens in Freund's
adjuvants, were bled after the third immunization. Their sera were
recovered, pooled within the same experimental group of animals and
kept at =20 ©C until used. The neutralizing capacities of the
immune sera were estimatéd by the graphical method of IPSEN (1938)
and techniques further described by DELORI et al. (1976) and
reviewed by CHRISTENSEN (1979). The experiments were performed'
using four animals (18-20g) for each point, and the mixtures of
sera ahd C. noxius soluble venom were incubated for 1 h at 37 °C
with agitation prior to intraperitoneally injections. Survival was
read 24 h after.chailenge, and the neutralizing capacity of 1 ml

antiserum was graphically estimated.

10



RESULTS

Fig.la and 1b show the ELISA titration curves obtained with the
sera of immunized rats. Mice sera gave essentially the same curves
(data not shown). In Fig.la the wells of the plates were covered
with soluble venom from C. noxius, and in Fig.1lb with fraction II
from Sephadex G-50 from the same venom. The anti-sera titrated came
from each of the following groups of immunized rats (using Freund's
adjuvant as vehicle): telson macerates, soluble venom, fraction II
and toxin 2. These results indicate that the titre obtained from
animals immunized with soluble venom and fraction II are
overlapping, while telson macerates is slightly higher and toxin 2
slightly lower (Fig.la). Similar results are shown in Fig.1b,

In order to test the humoral response of mice against different
antigens inoculated with distinct wvehicles, 4 combinations of
antigens were used to immunize groups of 10 animals each: C. noxius
soluble venom with Freund's adjuvant or bound to nitrocellulose,
and fraction II from the same venom, also with either Freund's
adjuvant or bound to nitrocellulose. Fig.lc shows the ELISA
titration curves obtained when assayed against soluble venom, and
Fig.1d when assayed against fraction II. In both figures it can be
seen that immunization with the help of Freund's adjuvant gives a
better titre than that of nitrocellulose membrane bound antigens.
However, the experiments performed with the secoﬁd vehicle show
that adsorption of toxic components to nitrocellulose membranes

eliminates the toxicity of the antigens, or at least decreases it

11
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so much that no intoxication- symptoms can be observed in the
injected animals. Overlapping titres were obtained when animals
were immuni;ed with either soluble venom or fraction II as
antigens, and comparable results were observed when the ELISA was
measured against soluble venom (Fig.1lc) or fraction II (Fig.1d).

The experiments shown in the Western blots of Fig.2 were designed
to evaluate the antigenic immunodominance of two distinct antigens
inoculated with two different adjuvants in mice. The antisera were
prepared in the same manner as for Fig.lc and 1d above. Fig.2a
shows the protein staining with Coomassie blue of soluble venom and
fraction II from C. noxius separated by gel electrophoresis. Fig.
2b shows the results of immunoblot from soluble venom of C. noxius
separated by gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose,
either by Western blotting to the cathode (+) or to the anode (-),
and stained with five different sera (dilution 1:300). The non
immune serum gave negative staining, as expected for a control
(lane 1). Lane 2 (soluble venom) shows at least 9 bands of immuno-
recognition, situated in the middle and inferior part of the blot,
while for lane 4 (fraction II) at least 7 bands are visible in the
‘middle of the gel. Staining with antisera generated by means of
membrane-bound antigen shows at least 5 bands for soluble venonm
(lane 3) with two in the middle and three in the upper gel, and six
bands for fraction II (lane 5) all situated at the middle of the
gel. The constant immunoblot bands, for all the antisera assayed,
were located in the middle part of the gel, where many scorpion

toxins migrate in this gel electrophoresis system. Anti-sera

12



against fraction I revealed positive bands only at the higher
molecular weight forms of the venom (data not shown).
In order to confirm the immunodominance found, the experiments of

Fig. 2c were conducted, using purified toxins from €. noxius. This

venom contains two well defined classes of toxins (POSSANI, 1984):

short-chain peptides (39 amino acid residues long with molecular
weight about 4,000), which are blockers of Kt-channels, and long-
chain peptides (61-66 residues and molecular weight about 7,500),
which act on Nat-channels. Fig 2c was obtained by runnihg into the
gel purified toxins: toxin 2 (lane 1), II-13.3 (lane 3) and II-13.6
(lane 4), all Na*-channel blocking toxins. In lane 2, toxin
II-11-6, a Kt-channel toxin with lower molecular weight, was
applied. The antiserum used for the blot was obtained from mice
immunized against soluble venom in Freund's adjuvant. The‘positions
of the positive immunoblots for toxins that tﬂock'Na+-channels
correspond to the same intense and constant positions of the
results obtained in Fig. 2b, suggesting that these are
immunodominant antigens of the venom from C. poxius. The position
of the immuno-reactive band, in lane 2, is also conéistent with ouf
interpretation of the data obtained.

In order to test the in_vivo neutralizing capacity of different

antigens, groups of 10 animals each (both mice and rats) were

immunized (see Matérial and Methods) with C. noxius telson
macerates, soluble venom, fraction I from Sephadex G-50, fraction
'II from Sephadex G—Sd, and highly purified toxin 2, the major Nat-

channel blocking peptide in this venom (POSSANI, et al., 1981).

13



Separation of venom from C. noxius in Sephadex G-50 yields 3 main
fractions, from which fraction II corresponds to approximately 63%
of the material recovered from the column and is the only fraction
toxic to mice (POSSANI et al., 1981). Fraction III contains low
molecular weight peptides, nucleotides, lipids and othef ninhydrin-
positive components. Since the latter fraction is nontoxic to mice,
it was not used for immunization. Fraction I was used, because it
contains high molecular weight components, and could be taken as an
internal control for nontoxic proteins of the wvenom. After
immunization (see Material and Methods), 10 animals of each group,
were challenged with an amount of soluble venom equivalent to 1 LDgjg
per animal. Fig 3 shows that 10 mice used as control gave 50%
survival, as expected. The same result was obtained with fraction
I, indicating that this fraction does not produce neutralizing
antibodies against the toxins. However, animals immunized with
telson macerates, soluble venom and fraction II, all with Freund's
adjuvant as vehicle, survived, 1i.e., complete protection was
obtained. The animals immunized with soluble venom and fraction II
adsorbed to nitrocellulose membranes were partially protected with
a survival level of 90% and 80%, respectively. Immunization with
purified  toxin 2 on nitrocellulose membrane, also gave 80%
survival. Table 1 shows the results of passive heutralization
capacity of anti~sera obtained from rats immunized against telson
macerates, soluble venom, fraction II and toxin 2. The best

protection was obtained with serum anti-fraction II (432 pg of

venom per ml of anti-serum). This neutralizing capacity was 1.6

14
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times more effective than that of antli-—soluble venom and 2.7 times
more effective than that of anti-telson macerates sera. Anti-toxin
2 sera was similar to that obtained with venom anti-serum. For
comparative purpose the neutralizing capacities expressed as LDgq
values (for CD1 mice) are also included in Table 1.
Finally, the €. noxius fraction II anti-serum of immunized mice
with Freund's adjuvant, was used to test for the presence of
similar or cross-reacting epitopes in the venom of five different
species of scorpions from the genus Centruroides, and one from the
genus Leiurus. Fig.4 shows ELISA titration curves from. this
experiment. There is marked cross-reactivity of the hyperimmune
serum of C. noxius with that of four other species of the sanme
genus, while there was no or very low readtivity with venom from

Leiurus guinguestriatus. These results were further corroborated by

immunoblot as shown in Fig.5, using the soluble venom anti-serum
and venoms used in Fig.4. The strongest positive bands of the gel
correspond to the migration positions of the Na*-channel toxins.
Two or three components of higher molecular forms alsc_: gave
positive immuno-reaction with the serum against soluble venom of C.

noxius. Only €. limpidus limpidus venom gave a positive band in thé

‘position correspondent to the electrophoretic migration of toxins

directed against K*-channels. The venom of Leiurus quinguestriatus
gave negative results, as expected f_rom the titration curve

(Fig.4).

15



DISCUSSION

We have chosen the scorpion Centruroides noxius Hoffmann from the

state of Nayarit as a model, because it has the most potent LDgg
in mice, about 5 ug/20 g mouse weight (DENT et al., 1980) and it is
one of the best studied scorpions of Mexico (POSSANI, 1984; POSSANI
et al, 1981; ZAMUDIO et al., 1992). Several antigenic preparations
were used for immunization of rats and mice. The anti-sera obtained
with the different antigens show comparable immunogenic capacity
(Fig. l1a and 1bh), despite the fact that different amounts of
protein were injected for immunization (2.5 pg of toxin 2, 32.5 ug
of fraction II, 50 pug of scluble venom and 538 ug of macerates, per
‘each animal). It is worth mentioning that emulsification with
Freund's adjuvant makes the venom and their fractions less readily
available to the animals, allowing immunization with higher amounts
of toxic components than their LDggvalues in solution. Even though,
the amounts of antigen used in this report are 100 and 1000 fold
less than that reported by DELORI et al. (1976) in their studies

with the toxic fraction and purified toxins from the North-African

scorpion Androctonusg australis. Soluble venom and fraction II of g,
noxius were capable of eliciting specific antibody responses, both
in mice and in rats, immunized either in presence of Freund's
adjuvant, or through absorption on nitrocellulose membranes. The
medium dilution doses obtained from the titration of anti-sera with
these adjuvants is different (Fig.lc and 1d). For Freund's adjuvant

it is 1/6300 (anti-Log -3.8), while for membrane bound antigens it
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is 1/400 (anti-Log ~2.6). The experiments performed with the second
vehicle show that adsorption of toxic components to nitrocellulose
membranes decreases or eliminates the toxicity of the antigens.
Thus, adsorption to nitrocellulose detoxifies the venom without
changing the quality of the immunological responses. In the case of
Freund's adjuvant, previously mentioned, symptoms of intoxication
are commonly observed. Scorpion and snake toxins have been
detoxified by chemical modifications and ~shown to change
considerably their immunological capacities (DELORI et al., 1976;
HEBERSETZER~ROCHAT and SAMPIERI, 1976). The results of immunoblot
obtained in our experiments of Fig.2 indicate that in both cases
the protein bands correspond to the electrophoretic mobility
expected for known scorpion toxins. In this manner, one of our
original questions concerning the best vehicle for immunization is
éartially answered. Freund's adjuvant gives a better titre, but
membrane adsorbed material is detoxified and is still a good
immunogenic antigen.

The results of Fig.3 answer another question, because animals
immunized with telson macerates, soluble venom and fraction II (all
~emulsified in Freund's adjuvant) are excellent antigens, protecting
100% of the experimental animals when challenged directly in vivo.
The protection obtained is less evident using membrane-adsorbed
antigens: 90% and 80% survival for soluble venom and fraction II,
respectively. Similar results were obtained with animals immunized

with toxin 2 adsorbed on nitrocellulose. The latter experiment

suggests the existence of shared epitopes among the Nat channel
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blocker toxins in the venom of €. noxius. In fact, the amino acid

sequences of various toxins isolated from C. noxius show extended
similarities  (ZAMUDIO et al.,1992). The unprotected mice (20%
death) could be intoxicated by other components, such as
noxiustoxin (POSSANI et al., 1982; CARBONE et al., 1982), which are
definitively distinct peptides. Also it is interesting to note that
animals immunized with fraction I were not protected when
challenged with sbluble venom (Fig. 3). Thus, another original
question is answered, i.e., not all the components of the venom are
important for production of neutralizing antibodies. The results of
passive neutralization capacity shown in Table 1 indicate that the
best antigen preparation to be used for immunization is fraction II
from Sephadex G-50 column, followed by highly purified toxin 2 and
soluble venom. Telson macerates are less efective. These data taken

——

together with the in vivo neutralization experiments (Fig.3) would

support the proposition that the best mnixture of antigéns for
obtaining highly specific sera with adequate titre is either a
nixture of partially purified fractions containing toxins of a
given scorpion venom, like fraction II from Sephadex G-50 column,
or even better, the combination of a few highly purified toxins
from different scorpion venoms, as discussed below. Similar
conclusions were proposed by other authors working with venom from
Androctonus mauretanicus mauretanicus scorpion (EL AYEB and DELORI,
1984) . |

The cross-reactivity among venoms from different species or genus

of scorpion was also addressed. Our results, shown in Fig.4 and §,

18



demonstrate that venoms from scorpions belonging to the genus

Centruroides can be protected by anti-serum generated against

fraction II of C. noxius, more probably because of cross~reactivity
of similar toxins, which share common epitopes, while venoms from
scorpions belonging to a different genus must be studied separately
and specifically for each case, as shown here for Leiurus

quinguestriatus venom.
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LEGEND FOR FIGURES

Figure 1: Titration of anti-sera.

In A, soluble venom (0.25 ug/well) and in B, fraction II from
Sephadex G-50 (0.16 ug/well) were adsorbed to the ELISA plates and
revealed with rat anti-sera against gland macerates (open squares),
soluble venom (open triangles), fraction II (closed circles), and
highly purified toxin 2 (open circles). In C, soluble venom (0.25
ug/well) and in D, fraction II from Sephadex G-50 (0.16 ug/well)
were adsorbed to the ELISA plates and revealed with mice anti-sera

against soluble venom (open squares) and fraction II (open
triangles) from animals immunized by means of Freund's adjuvant as
a vehicle. Similarly, mice anti-sera against soluble venom (closed
circles) and fraction II (open circles) from animals immunized with
nitrocellulose membrane as vehicle. All values (A-D) aré mean of
triplicate determinations. The values of negative control (pre-
immune sera) were subtracted in these figures; they were in the

order of 0.1 unit at 492 nn,

Figure 2: Gel electrophoresis separation and immunoblotting with
specific sera.

A. Preparative PAGE separation of C. noxius soluble venom (lane 1,
40 ug protein) and fraction IX from Sephadex G-50 (lane 2, 40 ug
pfotein), both stained with Coomassie blue R-250.

B. Soluble venom from C. noxius was separated as in A followed by
western-blotting to the anode (+) and to t;he cathode (-). Lane 1
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shows control with serum of non immune mice, lane 2 is mice anti-
sera against soluble venom with Freund's adjuvant, lane 3 is anti-
sera of mipe immunized against soluble venom adsorbed to
nitrocellulose membranes, lane 4 corresponds to mice anti-sera
against fraction II in Freund's adjuvants and lane 5 fraction II in
nitrocellulose membrane.

C. Highly purified toxins from C. noxius were run in PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes and revealed with anti-sera
from mice immunized against soluble venom emulsified in Freund's
adjuvant. Lane 1 (30 ug) of.toxin 2, lane 2 (40 ug) of toxin II-
11.6; lane 3 (15 upg) of toxin II.13.3 and lane 4 (30 ug) of toxin
IX1.13.6. This picture shows an immunoblot from western to the
cathode only, because the same result was obtained with protein
transferred to the anode.

Experiments B and C were performed with serum dilution of 1:300.

Figure 3: In_vivo challenge of immune animals.

In vivo challenge of immunized animals with soluble venom
equivalent to a LDgpdose. Number 1 is a control experiment showing
50% survival (LDgg) for both mice and rats. Survival of rats
immunized against telson macerates is represented in 2. In 3 and 4
are survival of mice immunized against soluble venom adsorbed to
nitrocellulose and Freund's adjuvant, respectively. In 5 and 6 are
survival of mice immunized against fraction II from Sephadex G~50
in nitrocellulose and Freund's adjuvant, respectively. Number 7 is

survival of mice immunized with non toxic fraction I from Sephadex
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G-50 and 8 is survival of mice immunized against highly purified
toxin 2 in nitrocellulose membranes. For each experiment groups of

10 animals were used.

Figure 4: ELISA titration of serum cross-reactivity .

Serial dilutions of mouse anti-serum against Sephadex G-50 fraction
IT of C. noxius were assayed for cross-reactivity using venom (0.25
pg/well) from different species of scorpions: C. noxius (open
triangles upward oriented); C. elegans (closed circles); C.
limpidus limpidus (open squares); C. infamatus (open circles); C.
limpidus tecomanus (open triangles downward oriented) and Leiurus
quinguestriatus (closed triangles upward oriented). Values are

means of triplicates.

Figure 5: Cross~reactivity by immunoblot.

PAGE separation of soluble venom (80 pug for each lane) from Cn (C.
noxius), Cll (QA_”limgidus,alimpidus), Cii (QL‘?igfamatus), Lgg
(Leiurus guinquestriatus), Ce (C. elegang) and Clt (C. limpidus

tecomanus) were transferred to nitrocellulose membrane and immuno-

detected with mice anti-serum against soluble venon of C. noxius at

a dilution of 1:300. Arrow indicates position of noxiustoxin-like

peptides.
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TABLE 1. Neutralizing capacity of different antisera against

total venom from C. noxius

Antisera

Venom neutralized/ml serum
(micrograms)

Number of LDgg
protected/ml serum

Telson macerates
Whole venom
Fraction II
Toxin 2

160
262
432
298

30
50
83
57
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ANEXO 2

SINTESIS Y CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE PEPTIDOS
CORRESPONDIENTES A LA TOXINA 2 DEL ESCORPION
Centruroides noxius HOFFMANN.

el
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Sintesis y caracterizacién Inmunolégica de péptidos correspondientes

a la toxina 2 dsl alacrén Centruroides noxius Hoﬂmann.

Emma S. Calderén-Aranda, Timoteo Olamend! P.

y Lourival D. Possani,

Departamento de Bioquimica, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de México.
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INTRODUCCION

El veneno' de los alacranes es una mezcla de mas de 20 proteinas diferentes, la mayoria
de ellas de bajo peso molecular. Algunas de estas moléculas son polipéptidos con actividad
téxica sobre canales iénicos de diferentes especies animales (Zlotkin et al. 1978; Caterall,
1976; Possani, 1984). Se dividen en toxinas de cadena corta -30 a 39 amino&cldos- (Carbone
et al. 1982; Possani et al. 1982) que tienen actividad bloqueadora sobre canales de potasio,
y toxinas de cadena larga -60-70 amino&cidos-, con actividad sobre canales de sodio
(Catterall, 1977; Couraud ot al. 1982) a nivel del mecanismo de inactivaclon -toxinas tipo o-
(Nonner, 1979) y sobre la activacién del canal -toxinas tipo 8- (Meves et al. 1986; Strichartz
ot al. 1987), Esta divisién presenta una alita correlacién con el agrupamiento que tambien se
ha realizado a partir de la homologla en su estructura primaria (Possani et al. 1985).
Actualmente, no se ha definido con exactitud los sitios activos de las toxinas, ni como la
homologia y diferenclas en la estructura primaria contribuye a los diferentes mecanismos de
accién de las toxinas. Sin embargo, resultados experimentales sugieren que el sitio activo
de las toxinas B para canales de sodlo esté localizado en el extremo amino terminal (Gurrola,
1986; El Ayeb ot al. 1986b).
Las toxinas para canales de sodio a pesar de su bajo peso molecular ( 7 000 Da), son
buenos inmunégenos y generadores de anticuerpos neutralizantes (El Ayeb y Delori, 1984;
Calderén et val. en prensa), aun cuando no se han definido las regiones relevantes para la
induccién de la respuesta inmune humoral protectora. Algunos estudios acerca de la
capacidad antigénica de estas toxinas ha sido realizados por el grupo de Rochat ( Rochat
et al. 1979; El Ayeb ot al. 1983; Ayeb ot al. 1986a; 1986b; Bahraoui et al. 1986; Bahraoul
et al. 1987; Granler 1989) utilizando la toxina Il de Androctonus australis Hector como modelo
de estudio (toxina de tipo o).
En el presente trabajo nos proponemos evaluar las posibles regiones Inmunogénicas de una
‘toxina tipo B, con actividad bloqueadora sobre canales de sodio. Para ésto utllizamos como |

herramienta péptidos sintéticos traslapados de la secuencia de esta toxina y una toxina
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quimeérica sintética de tipo B, ésto con el_objeto de evaluar algunas regiones de la toxina

como portadoras de actividad toxica y de epitopes neutralizantes y epitopes para linfocitos T
murinos.

Como toxina B fnodelo utilizamos la toxina 2 de C. noxius. Esta corresponde al componente
toxico mas abundante en el veneno de esta especie de alacranes, presenta una de las mas
bajas DLso (Dent et al. 1980) y ha sido secuenclada y caracterizada Inmunoquimicamente
(quudlo et al. 1992).
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MATERIAL Y METODOS

Fuente y purificacién de la toxina 2

El veneno de alacranes Centruroides noxius colectados en el estado de Nayarlt (México) se
obtuvo por estimulacién eléctrica de los telson. Se recuperd la fraccidon soluble en agua y
se centrifugd a 10 000 x g .Se liofilizé y se guard6 a -20 C, hasta su uso. La purificacién y

caracterizacion de la toxina se llevé a cabo siguiendo el procedimiento prevlamente descrito

( Zamudio et al. 1992).

Sintesls Quimica de los péptidos y purificacién

Los péptidos correspondlentes a la secuencia de la toxina 2 se sintetizaron en fase sélida
por el método de Merrifield (1963), medlante el uso de BOC-amino4cidos (Penfnsula Lab).
La mayoria de los péptidos se sintetizaron manualmente, excepto el péptido largo (péptido
quimérico) que contiene 57 residuos de aminoécidos, el cual se sintetizé en un sintetizador
automatico (Applied Bliosystem) sigulendo el procedimiento implementado por la compafila. |
Al final de la sintesis los péptidos de la toxina 2 se purlficaron por cromatografia liquida de
alta presién (CLAP) en tanto que el péptido quimérico se purlficé primero por filtracion en
gel en una columna de Sephadex G-50 (0.9 x 180 cm). La fraccién correspondiente al péptido
quimeérico fue posteriormente separada por CLAP. La composicién de los péptidos fue
verificada después de cada etapa de purificacién por anélisis de aminoacidos de muestras
hidrolizadas y derivatizadas preparadas de acuerdo al método de Bidlingmeyer et al. (1984)

en un analizador de aminodcidos Durrum D-500 (Possani et al, 1977).

Ensayos de fijacién de voitaje.
Los ensayos de voltaje sostenido se realizaron en células de la linea de neuroblastoma N18
(Kirsch et al. 1989) a 25 C. Los registros de corriente de Na* se obtuvieron antes y ocho

minutos despues de agregar 9.2 pM del péptido quimérico. El potencial de mantenimiento fue
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de -90 mV y los registros se filtraron a 5 KHz (-3 dB).

Ensayos de toxicidad.

Para evaluar la capacidad téxica de los péptidos sintéticos, se utilizaron ratpnes CD1 de 20
g de peso corporal. Se probaron concentraciones creclentes de péptido sintético en buffer
fosfato de sodio 0.015 M pH 7.2 y NaCl 0.15 M inyectadas Intraperitonealmente en un
volimen total de 200 microlitros. Se definlé como letal los péptidos que causaron la muerte
de los animales dentro de las 20 h posteriores a la inoculacién y como toxico los que
indujeron el desarrollo de uno o mas signos de Intoxicacién como sialorrea, excitabilidad,
disnea, convulsiones, diarrea, taquicardia, pero que se recuperaron en el transcurso de las

20 h posteriores a la inoculacién, y no téxicos cuando no se desarrollaron datos de

intoxicacion.

Acoplamiento de péptidos a protelnas acarreadoras

Los péptidos cortos se acoplaron a albimina sérica bovina (BSA) o a tiroglobulina, como
proteina acarreadora, por el método de Goodfriend et al. (1964) y consistié en io siguiente:
2 mg de péptido se. acoplaron a la protelna acarreadora mediante 13 mg de 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida hidrocloruro solubie en agua. La reacclén se siguidé por 2 hr

con agitacién a temperatura amblente. La reaccién se termind por dialisis contra agua por
24 h,

Iinmunizacion

Para la inmunizaclén con los péptidos sintéticos cortos de la toxina 2 se utilizaron ratones
hembras CD1 de 4 semanas de edad . Se formaron grupos de 5§ animales para cada uno
de los antigenos, y se Inmunizaron subcutaneamente con 100 pg de péptido acoplado con

tiroglobulina, emulsificado en adyuvante de Freund, por ratdn, por Inoculacién. Para el péptido

1-27 tamblén se inmunizé un grupo de ratones con el péptido sin acoplar. Para fines de

et <o A ook e i e emeani e e A e AR = i et e =
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notacién el péptido 1-27 acoplado se Identificara con la letra T después del nimero (1-27T),
para diferenciario del péptido solo. Se utilizaron las mismas dosis y condiciones que para los
peptidos cortos acoplados a un acarreador. Para la inmunizacién con el péptido quimerico y
la toxina 2 se utilizaron grupos de 10 ratones hembras BALB/c de 8 semanas de edad. El
péptido quimérico se aplicd subcutaneaments, en dosis de 50 pg, emulsificado en adyuvante
de Freund, por ratén, por dosis. Al grupo Inmunizado con la toxina 2 se aplicaron dosis de
2.5 ug de toxina 2 adsorbida sobre tiras de membrana da nitrocelulosa de 0.2 cm? de
membrana de nitrocelulosa con capacidad de 80-100 pg/cm’ de BIO-RAD Lab. (Richmond, CA,
USA) (El Ayeb y Delori, 1984; Calderdn-Aranda et al. en prensa).

- Tamblén fueron inmunizados conejos albinos Nueva Zelanda con el péptido 1-14M
(Modificado) acoplado a tiroglobulina, el péptido quimérico y la toxina 2. El péptido 1-14M
corresponde a la secuencia N-terminal 1 a 14 en la cual falté el aminodcido de la posicién
nimero 2 (glutamico). La dosis aplicada por Inmunizacién para el péptido 1-14M-tiroglobulina
y para el péptido quimérico libre fue de 150 ug emulsificada con adyuvante de Freund. Para
cada Inmunizacién las dosis inoculadas se distribuyeron én 10 sitios sobre el dorso de los
conejos. La via de aplicacién fué subcutdnea. La toxina 2 se utiliz6 en dosls de 7.5 pg
adsorbidos a tiras de- membranas de nitrocelulosa como en los ratones, pero distribuidos en
tres sitios sobre el dorso del conejo.

Para todos los grupos se utilzd un esquema de 4 Inmunizaciones con Intervalos de 2
semanas entre cada inoculacién. Para los grupos en que se utilizé adyuvante de Freund, la
primera inmunizaci6n se realizé con el antigeno emulsificado con adyuvante completo y para
las tres subsecuentes se utilizé adyuvante incornpleto.

Todos los grupos fueron sangrados 9 dias posteriores a la tercera inmunizaclén. Se obtuvo
el suero y se guardé a -20 °C hasta su titulacién en ELISA o su uso para los ensayos de
neutralizacién pasiva.

Inmunizacién para ensayos de proliferacién.

Se Inmunizaron tres fatones BALB/c (H-2%) de 8 semanas, con 0.5 pg de toxina 2 (volumen
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total de 50 pl) distribuido en los cojinetes plantares de las extremidades posteriores. Se
aplicaron tres inmunizaciones con intervalos de 8 dias entre cada una, la primera con

adyuvante de Freund y las dos ultimas con adyuvante incompleto.

Titulaclon en ELISA

Se cubrieron placas de polivinil (Costar, cat. No. 2596, Cambridge. MA, USA) con § jg/pozo
de los péptidos de la toxina 2 libres, 0.15 pg/pozo de péptido quimérico o de toxina 2 en
amortiguador de bicarhonato de sodioc 20 mM pH 9.4. Se saturaron las placas con soluclén'
de: BSA 1% en 0.015 M de fosfato de sodio pH 7.8 y 0.15 M de NaCl (PBS) a 37 °C, por
1 h. Los sueros obtenidos de los diferentes grupos de ratones inmunizados o de los conejos
se probaron en diluciones dobles serladas a partir de 1:50 por incubacién a 37 °C, durante
2 h. Como segundo ligando se utiliz6 1gG de cabra anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa
de rabano (Blo-Rad Lab., Richmond, CA, USA) o IgG de cabra antl-lgG de conejo conjugado
a peroxidasa de rabano (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, USA). Como substrato se utilizo o-
fenilendiamina y H,0,. La reaccién fue terminada con la adicién de H,SO, 4N y la absorbancia

se midié en un ELISA reader modslo 1550 EIA ( BioRad Lab. Richmond, CA, USA).

Ensayos de neutralizaclén

Ensayos /n vivo

Los grupos de ratones inmunizados con los péptidos sintéticos de la toxina 2, el péptido

quimérico y la toxina 2 fueron desafiados, nueve dias después de la cuarta Inmunizaclon,
inyectandoles intraperitonealmente una cantidad de toxina 2 equivalente a 1 DLso (.025 pg/g
para CD1 y .28 pg/g para BALB/c) . Un grupo de diez animales no inmunes se utilizaron

como control. La sobrevida se leyé 24 h después del desafio.

Ensayos de neutralizacléon pasiva

Los conejos inmunizados con los diferentes antigenos fueron sangrados después de la cuarta
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inmunizacion y el suero fue recuperado y utilizado para los ensayos de neutralizacion pasiva.
El suero total y diferentes diluciones, en PBS, de los sueros fueron mezcladbs con una
cantidad de toxina 2 equivalente a 1 DLso. Se incub6 durante 1 h a 37 °C con agitacién y se
inoculé intraperitoneaimente en ratones CD1 no inmdnes. Se usaron 8 animales para cada
grupo de sueros y sus diluciones. Como control se utilizé suero no Inmune mezclado con 1
DLso de toxina 2. El volumen total de la mezcla Inyectada se ajusté a 200 pl para todos los

ensayos. La sobrevida se leyd a las 24 hr despues del reto.

Ensayos de proliferacion.

Un dia despues de la tercera inmunizaclén, los ratones inmunizados con la toxina 2 se
sacilficaron por dislocacién cervical y se obtuvieron los ganglios linfaticos popliteos e
ingulnales. Se preparé una suspension celular a partir de los tres ratones, en medio RPMI
1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml / estreptomicina 100 pg/mi,
2-mercaptoetanol 5 x 10° 5 % de suero fetal de bovino (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO.) y HEPES 10 mM. Las células (10 ® células/pozo) se cultivaron en presencia de
diferentes concentraciones de la toxina, e! péptido quimérico B, los péptidos de la toxina 2,
-medlo solo o Concanavalina A (1, 2.5 y 6 ug/mi). El volumen final de cultivo fué de 200 l.
Después de 72 h de cultivo a 37 °C en ambiente himedo y 8% de CO,, las célu_las se
pulsaron por 6 h con 0.5 uCi de (*H)timidina ( 2.0 Ci/ mmol, Amersham Int. Buckinghamshire
Engaind). Las células se cosecharon sobre filtros de fibra de vidrio con un cosechador (Qornbl
Celi Harvester Skatron Ins. inc. Sterling, VA.). Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado
y al menos 3 experimentos independientes fueron realizados. Los resultados se reportan como
ndice de estimulacién (IE). Este fué calculado de la siguiente forma: IE= x cpm experimental

- X cpm control.
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RESULTADOS

1. Sintesis de Péptidos.

Para definir las regiones de la toxina portadoras de epitopes Inductores de anticuerpos
neutralizantes de la actividad de la toxina 2, se sintetizaron varios péptidos correspondientes
a la secuencia traslapada de la toxina (péptidos cortos).En la tabla 1 se presenta la secuencia
de la toxina 2 de C. noxius y la de los péptidos sintetizados que corresponden a la seéuencia
de esta toxina. Las regiones correspondientes a los péptidos sintetizados se eligieron
considerando los siguentes criterios: 1) por resuitados previos, se habfa sugerido que el
extramo N-terminal estaba involucrado en la actividad téxica de las toxinas tipo B, de manera
que se enfatizd la sintesis de fragmentos correspondientes a ésta regién, 2) que el tamafio
minimo de los péptidos fuera de 6 residuos y 3) no se incluyé la secuencia correspondiente
a los residuos 43-60 debido a que estos son aitamente hidrofébicos, y son imposibles de
manejar en soluclones acuosas fisioldgicas.

En la Tabla 2 se muestra la secuencia del péptido quimérico B y la de las toxinas de tipo
o ¥y B que se consideraron para su disefio con base en el alineamiento métrico previamente
reportado (Possani et al., 1985). El disefio del péptido quimérico se basd en los siguientes
criterios: 1) Se mantuvieron Intactas las posiciones de las clsteinas debido a que son
importantes para el mantenimiento de la estructura tridimensional de la molécula, a traves
de la formacion de puentes disulfuro. 2) Se respetaron las secuencias de aminoacidos en
las regiones de la estructura primaria que se conoce, por difracclon de rayos X, estan
involucradas en 'la formacién de estructuras secundarias como son las o helice y B plegada
(Fontecilla-Camps et al. 1980). 3) Por experimentos realizados con péptidos sintéticos de Ia
regién N-terminal (Gurrola, 1986) que sugerian la intervencién de esta parte de la molecula
en fenomenos de letalidad en ratones, se decidié mantener sin camblo los aminoacidos de
la region N-terminal de las toxinas 8. Ei péptido quimérico empieza con lisina-glutamico-

glicina-tirosina, como todas las toxina B , seguido por aminoacidos basico. 4) La region C-
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TABLA 1

Lista de péptidos sintéticos traslapados de la secuencia de la toxina 2 de
C. noxius.

1 18 28 36 18 58 68
Cn2 KEGYLUDKNIGCKYECLKLGONDYCLRECKOQQGYKGAGGYCYARFACIUCTHLYEQAIDIUPLPNKRCES
1-18 KEGYLUDKNT
1-14M X GYLDDKNTIGCKY
1-14 KEGYLUDKNTGCKY
1-27 KEGYLUDKNTGCKYECLKLGONDYCLR
22-36 NDY¥CLRECKQOQGYKG

38-48 KQQGYKGAGGY ‘
61-65 - PNKSRC

VA
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Ry p plegada o hellce f plegada p plegada

Toninas tippa 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70
Bel@ VRDGYIADDK DCAYFC =~ GRNAYCDEECKK  GAESGKCWYAGQYGNACWCYKLPDWVPIKQKVSGKCN
LIV GVRDAYIADDK NCVYTC  GSNSYCNTECTKD GAESGYCQWLGKYGNACWCIKLPDKVPIRI ~PGKCR
LqqV LKDGYIVODK NCTFFC  GRNAYCNDECKKK GGESGYCQWASPYGNACWCYKLPDRVSIKEK GR CN
Rall VKDGYIVODV NCTYFC  GRNAYCNEECTKL KGESGYCQNASPYGNACYCYKLPDHVRTKG PGR CH
Ral KRDGYIVYPN NCVYHC VvV PPCDGLCKKN GGSSGSSCF LVPSGLACWCKDLPDNVPIKDTSRK CT

Toxinas tipo g
Ts gama KEGYLMDH EGCKLSCFIR PSGYCGRECGIK KGSSGYC AWP  ACYCYGLPNWVKVWDRATNKC

Casll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF - ACNCTHLYEQAVVWPLPNKTCN
CaU3 KEGYLYKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAF ACWCEGLPESTPTYPLPNKSC
Csl KKDGYPVD SGNCKYEC L KDDYCNDLCLER KADKGYCYWGK  VSCYCGLPDNSPTKTTSG K CNPA
Cni KDGYLVDAK GCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRGGSYGYCYGF GCYCEGLSDSTPTWPLTNKTC
cit1 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYAF GCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCS
Cn2 KEGYLVDKNTGCKY ECLKLGDNDY CLRECKQQGYKGAGGYCYAF ACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS
}’,f,‘:,f,'é’,:’.ﬁ,, KEGYLMKKSDGC € NDYCLRECKQUGYKGAGGYC AG P AGCYC KLGDG VAG  TK €
Comun O S —

¢ Cp=5C ¢ o€ C C

TABLA 2

Secuencia del péptido quimérico § y comparacion de la estructura
primaria de varias toxinas oy P por el método de anélisis métrico,
utilizadas para su diseio. -

Las secuencias fueron alineadas y comparadas por el método de analisis métrico
(Possani et al. 1985) : Be10 es la toxina 10 de Buthus eupeus; LIV y LgqV son las
toxinas IV y V de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus, Aall y Aal son toxinas
de Androctonus australis Hector; Ts gama es la toxina gama deTityus serrulatus;
Cssll es una toxina de Centruroides suffusus; CsV3 y CsV son toxinas de
Centruroides sculpturatus Ewing; Clt1 es una toxina de Centruroides limpidus
tecomanus;, Cn1 y Cn2 son toxinas derivadas de Centruroides noxius (Zamudio et
al., 1992). En el extremo superior izquierdo de cada bloque esta indicado el tipo
de las toxinas segln su mecanismo de accion. En la parte superior se muestra la
estructura definida por difraccién de rayos X (Fontecilla-Camps et al. 1980),
sefialandose las regiones que corresponden a o hélice y estructuras B plegada.
La dltima secuencia de la tabla corresponde al péptido B quimérico disefiado a
partir del alineamiento métrico de todas las toxinas nativas. En |a parte inferior
de la tahla se presentan los aminoacidos conservados y se sefialan las regiones
que corresponden a los loops para toxinas de tipo a y las de las toxinas f.
(Tomado de Possani et al. 1985).
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terminal fue modificada de forma importante: contiene menos aminoécidgs que"_las formas
nativas y los reemplazos son de secuencias tipo a. Esto podria indicar si el C-terminal esté
directamente involucrado en el sitio activo y a qué tipo de toxina corresponde. 5) Se confirié
alta movilidad a la molécula mediante la Inlrdduccibn de gran numero de glicinas (14 de 57
aminoacidos) para permitir el espaciamiento necesario del esqueleto de‘!camono y enlaces
amidas (peptidicos) sin introduccién de impedimentos estéricos por grupos laterales. 6) Las
dos regiones de mas alta variabilidad, correspondientes a las asas "J* y "B" (loops) fueron
modificadas de manera que la reglon del asa "B" tuviera el menor nimero de residuos (tipico
de las toxinas B) e introduclr deleciones en la regién de la asa "J" (d%xi’acter'fstica de las
toxinas a). La finalidad fue explorar la posibilidad de obtener una molécula quimerica entre
ay B, sies QUe- las asas son regiones determinantes de la funcion de las toxinas de tipo o
o B.

En la tabla 3 se presenta una lista de ios péptidos sintéticos utilizados en los ensayos de
proliferacién celular, para evaluar la presencia de epitopes T en la toxina 2 de C. noxius.
Para estos experimentos se utilizaron, ademas de los péptidos traslapados a la secuencia
1-27 de la toxina 2, utilizados para los ensayos de inmunogenicidad, tres péptidos (4-14, 10-
27 y 17-25) que cubren secuencias parciales dentro de los péptidos 1-14 y 1-27.

2, Caracter!zaclon quimica de los péptidos.

Los péptidos cortos se purificaron en CLAP en una columna Ci18 y' posteriormente se realiz6
analisis de aminoacidos para determinar la fraccién corr'espondiente a cada péptido. En la
figura 1 se presentan los cromatogramas de aigunos de éstos paptidos. En todos los casos
la fraccién mayoritaria correspondié, en el analisis de aminoacidos a la secuencia esperado
(datos no mostrados) y representé mas del 60 % de la muestra total. El péptido quimerico se
sometié primero a un paso de purificaci6n en Sephadex G-50 mefiio en condiciones
reductoras (ver figura 2a). Las fracciones obtenidas se sometiercn a analisis de aminoacidos

y la secuencia esperada correspondié a la Fraccién Il. Esta se sometié a un segundo paso



TABLA 3

Lista de péptidos sintéticos traslapados a la secuencia de la Toxina 2 de C.
noxius , utilizados para evaluar la capacidad de inducir respuesta proliferativa,
in vitro , en ensayos de proliferacién de células de ganglio linfatico de ratén
BALB/c estimulados in vivo con la Toxina 2.

1 18 28 38 40 S8 68

Cn2  KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS

PS B 'I(EGYLMKKSDGé:RGE% - NDYCLRECKQQGYKGAGGYC A'(DigCYC KLGDG VAG TK C
1-18  KEGYLVDKNT

1-14M K GYLVDKNTGCKY
1-14  KEGYLVDKNTGCKY
4-14 YLVDKNTGCKY
18-27 TGCKYECLKLGDNDYCLR
1-27 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLR
17-25 LKLGDNDYC

LS
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FIGURA 1

Purificacion por CLAP de los péptidos sintétices de la toxinald
péptidos sintéticos 1-10, 1-14, 1-14M, 1-27, 22-36, 30-40 y 61-65 se purificaron
en una columna de fase reversa C18, aplicindose un gradiente lineal de 0-60% de
solucién B en 60 minutos. La fase movil A consistié de TFA 0.12% y la fase mdvil B

~consistié de acetonitrilo con 1% de TFA. Para cada péptido se aplicaron de 100-

250 ng. Los asteriscos indican el pico que corresponde al péptido, por anélisis de
aminoacido |
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PURIFICACION DEL PEPTIDO QUIMERICO 8.

A Filtracion en Sephadex G-50 (medio) del
péptido quimérico f. A una columna (0.9x180
cm) de SephadexG-50 equilibrada con una
solucién de ac, acético 40 9, se aplicaron 100
mg del péptido soluble en 2 mi de la solucion
de ac, acético. La velocidad de flujo fué de 30
mi/h y las fracciones colectadas de 2.5 ml,
Las lineas horizontales indican los cortes. Ei
porcentaje de recuperacién fue de 97 9%,
correspindiendo el 5% a la fraccion I, 54 % a
la fraccion 'y 41 % a la fraccion lll. La
fraccion Il correspondié al péptido quimeérico
por andlisis de aminoécidos.

B Purificacién por CLAP del péptido
quimérico p. La fraccion |l de Sephadex (100
ug) se aplicé en una columna de fase reversa

- C18, sometiendose a un gradiente de 0-60 %

de solucion B en 60 minutos. Fase movil

A= TFA 0.12 %, fase mévil B= acetonitrilo con

0.1 % de TFA. Los numero 1 y 2 indican los
picos que por andlisis' de aminoacidos
corresponden al péptido quimérico p.
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de purificacion en CLAP en una columna C18 (ﬂgura 2b). Las fracciones principales se

sometieron a analisis de amino4cidos correspondiendo a la composicidn esperada la fraccion
1y2 |

3. Toxicidad de los péptidos sintéticos.
Ninguno de los péptidos sintéticos de la toxina 2 resuitaron toxicos a ratones a

concentraciones de hasta 1 mg/ratén.

El péptido quimérico puriticado fue letal para ratones CD1 a concentraciones de 400 ug por
20 g.

4. Ensayos electrofisiolégicos con el péptido quimérico.
Los resultados de la evaluacién de la actividad fisiolégica del péptido quimerico sobre canales

de sodio voltaje dependientes, ensayada en células de neuroblastoma N18, se muestra en la

figura 3. En estos ensayos se obtuvo un efecto de bloqueo del canal de Na' similar al |

obtenido con las toxinas de tipo B aunque a una concentracién 200 veces mayor que con la

toxina 2 nativa,

5. Titulacién de los sueros antl-péptidos sintéticos.

Para evaluar la capacidad Inmunogénica tanto de los péptidos correspondientes a la toxina

2 como del péptido quimérico, se buscd la presencia de anticuerpos especificos en los sueros

de los diferentes grupos de ratones Inmunizados. Todos los sueros anti-péptidos

| correspondientas a la toxina 2 (Incluyendo el generado con el péptido 1-27), evaluados contra

los péptldos libres en ELISA, presentaron respuesta de anticuerpos, a excepcién del suero
anti-péptido 61-65 que resultd negativo y el anti-péptido 1-10 que presentd una reactividad
muy baja. Los resultados del ELISA para los antigenos homélogos sin acarreador se muestran
en la figura 4, donde también se presentan los resultados del péptido quimérico, siendo éste

el de mayor inmunogenicidad. Los resultados en ELISA de los sueros anti-péptidos; probados
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FIGURA 3

Ensayos electrofisiolégicos del péptido p quimérico en células de
neuroblastoma por ensayos de voltaje sostenido. En el recuadro 3A y 3B
se presentan los registros de corriente de Na+ obtenidos antes y 8 minutos
despues de la aplicacién de 9.2 mM del péptido quimérico p. A potenciales de
prueba mas negativos, los registros de corriente en presencia del péptido fueron
mayores que el control (recuadro 3A). A potenciales de prueba mas positivos, los
registros de corriente en presencia del péptido fueron menores, aunque no se
alterd la forma del trazo de corriente (recuadro 3B).

En el recuadro 3C, se presentan las grdficas de corriente voitaje (i-V), obtenidas
de los registros antes y despues de aplicar el péptido en donde se encontré una
desviacién de la curva |-V a potenclales mas negativos y un 20 % de bloqueo en la
conductancia. En el recuadro 3D se observa también una desviacién de la curva
de inactivacién dependiente de voltaje.
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Titulacién en ELISA de los sueros mtl -péptidos sintéticos contra los antigenos
- homblogos.

Los sueros de los ratones inmunizados con los diferentes péptidos sintéticos acoplados a
tiroglobulina (excepto el péptido 1-27 y P quimérico que se inocularon sin acarreador) se
~ titularon en su reactividad hacia los péptidos homélogos pegados directamente a las placas de
ELISA.El péptido 1-27T corresponde al péptido 1-27 acoplado a tiroglobulina como
- acarreador. El péptido 1-14M corresponde al péptido 1-14 Modificado que presenta una
delecion en el Glu 2. Los valores graficados corresponden a la media de ensayos por triplicado
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contra la toxina 2 (figura 5), mostraron que solo los sueros inducidos con los péptidos 1-
14M, 1-27, 22-36 y el quimérico reconocieron la toxina nativa, los dos primeros y el ultimo
presentaron una curva de titulacion muy similar y sélo el péptido 22-36 presentaron una
reactividad menor. Estos resultados se presentan en la figura 5 en donde tambien se
presenta la curva de titulacién del suero de ratén anti-toxina 2 nativa. Los antisueros inducidos

—

por los demas péptidos no presentar"i)n reactividad hacia la toxina nativa.

6. Ensayos de neutrallzacién.

Para evaluar cuales de los péptidos inmunogénicos contienen epitopes inductores de
ahticuerpos neutralizantes ‘de la actividad de la toxina 2 nativa, los grupos de ratones
inmunizados con los diferentes péptidos y la toxina quimérica, se sometieron al reto directo
de una Dlso de toxina 2 de C. noxius, evaludndose la sobrevida 24 h después de la
inoculacién de la toxina. Los resultados de estos ensayos se presentan en la tabla 4. El
unico péptido que produjo proteccién parcial fue el 1-14M. Los péptidos 1-10, 22-36 y 30-
40 indujeron 60 % de sobrevida, sin embargo, estos resultados probablemente estan dentro
del error experimetal por fo cual podrian considerarse dentro del control. Sorprendentemente,

sin embargo, el péptido 1-27 y el péptido quimérico B originaron un tendémeno de

sensibllizacion, de tal manera que una DLeo de toxina 2 causé la muerte de todas los ratones

preinmunizados desaflados. Como control de estos ensayos se utilizaron 10 ratones
inmUnlzados con la toxina 2 nativa en el cual se obtuvo 100 % de sobrevida, mientras que
como control negativo se usé un grupo de 10 ratones no inmunizados. |

También evaluamos la capacidad neutralizante de los sueros anti-péptidos mas 'inmunogénicos
~en ensayos de proteccién pasiva. Utilizamos para ésto grupos de 8 ratones no inmunes
retados cbn una DLso de la toxina 2 en mezcla con diferentes diluciones de Ios antisueros
generados en conejo. Los resultados se presentan en la tabla 5 donde se muestra la_méxima
sobrevida obtenida y la dilucién del antisuero usado para ésto. Nuevamente’ como control

positivo se utiliz6 el suero anti-toxina 2 y como control negativo suero preinmune de conejo.
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FIGURA 5

Reactividad cruzada de sueros anti-péptidos sintéticos con la toxina 2 de C. noxius . -

La reactividad cruzada de los sueros antl-pébtidos sintéticos contra la toxina 2 nativa, fué evaluada

en ELISA.

S6lo los sueros anti-péptidos 1-14M, 1-27, 22-36 y B quimérica presentaron

reactividad contra la toxina nativa. Como control de reactividad se utilizé suero anti-toxina nativa. Los
valores graficados corresponden a la media de ensayos por triplicado, a los cuales se les restaron los
valores correspondientes al control negativo.
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TABLA 4

NEUTRALIZACION IN VIVO DE UNA DL50 DE TOXINA 2
DE C. noxius EN ANIMALES INMUNIZADOS CON LOS

DIFERENTES PEPTIDOS SINTETICOS

Grupo Sobrevida (%)
1-10 60
1-14 50
1-14M 80
22-36 60
30-40 60
1-27 0
1-27T 40
P. quimérico P 0
Toxina 2 100
Control | 50

Los grupos de ratones inmunizados con los
diferentes péptidos sintéticos, como se

describe en material y métodos, 9 dias

después de la cuarta inmunizaciébn se retaron
con una DLso de toxina 2 de C. noxius, aplicada
intraperitonealmente. Como control
utilizamos un grupo de 10 ratones no
inmunizados. La sobrevida de cada grupo se
evalué a las 24 h posteriores al reto para
determinar |la sobrevida.

g A
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TABLA 5

NEUTRALIZACION PASIVA DE UNA DL50 DE
TOXINA 2 DE C. noxius CON SUEROS

ANTIPEPTIDOS SINTETICOS
. proteccion 1
antisuero (%) dilucién
1-10 _ - 30 S/D
1-14 30 S/D
1-14M 100 1.3
22-36 60 S/D
30-40 10 S/D
1-27 70 - S/D
1-27T 80 S/D
61-65 40 S/D
. quimérico f 100 2.6
oxina 2 100 3.0
uero Preinmune 50 S/D

S/D = Suerd sin diluir -

~Grupos de 8 ratones CD1 se inocularon
intraperitonealmente con una mezcla de suero
antipéptido (diferentes diluciones) y una LDso

de toxina 2 de C. noxius, La mezcla fue
preincubada por 1 h a temperatura ambiente, -

con agitacién. La sobrevida de cada grupo se
evalué a las 24 h posteriores al reto para
determinar la proteccién de cada antisuero.
Los valores reportados como 1/dilucién
corresponden a la dilucién en la cual se
obtuvo la méxima neutralizacion.,



67

Sin lugar a dudas, los sueros que presentaron anticuerpos protectores fueron el 1-14 y el
péptido quimérico. Esto estd de acuerdo con las curvas de titulacion previas (figura 5). Los

sueros anti 1-27, 1-27T y 22-36 también mostraron proteccién aunque en menor grado.

7. Ensayos de proliferacion celular.

Para evaluar la presencia de epltopes T (H-2°) medimos la respuesta proliferativa de células
T (células de ganglio linfatico) inducidas /n vivo y estimuladas in vitro con los péptidos
sintéticos que indujeron anticuerpos con reactividad cruzada con la toxina 2 y en los ensayos
de neutralizacion indujeron algun grado de proteccién (1-14 , 1-14M, 1-27 y péptido qulmérico
B). Ademas para evaluar segmentos mas restringidos se incluyeron tres péptidos que
corresponden parciaimente a la secuencia de los péptidos 1-14 y 1-27 (4-14, 10-27 y 17-
25). Para cubrir también el segmento correspondiente a los 10 primeros residuos de
aminoécidos del extremo N-terminal (péptido 1-10).

Los resultados de los ensayos se presentan en la figura 6. El recuadro 6a, muestra las los
indices de estimulacién obtenidos con los diferentes péptldos y la toxina 2, en presencla de
tres diterentes concentraciones de antigeno. Para todos los antigenos sintéticos se utilizaron
concentraciones en el rango de 0.001-10 pg/ml. Solo se presentan los datos para 0.001, 0.1
y 1.0 pug/ml. Para la toxina 2 se utilizaron concentraclones de 0.0001-00.1 pg/ml.

En la figura 6b se presentan con fines comparativos los datos correspondientes al maximo
indice de proliferacién obtenida para cada antigeno y se anotan las concentraciones en las

cuales se obtuvieron éstos.
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FIGURE 6

induceclédn in vivo de respuesta
a proliferativa de células T especificas
’ de la toxina 2 vy estimulacién
in vitro por péptidos sintéticos.

IE

3 '; ; a Los ensayos de proliferacién se

T realizaron células de ganglio linfético de

05s8: Iy & 1 i, ratones inmunizados con toxina 2 como

,1”,14 NN IR EN I se describe en métodos. 4.0 x. 10 & células

NI AN IE por pozo, se cultivaron en presencia de

1 diferentes concentraciones de los péptidos

1229\ N ; sintéticos (0.01, 0.1 y 1.0 pg/ml), excepto

ST TN | .0 la toxina 2 que se probd a

P aquimerico o010 1~ concentraciones un orden de magnitud

Concentracién de Antigeno (ug/ml) mas bajas (0.001, 0.01 y 0.1 ug/ mli).

Para todos las condiclones probadas el

volumen final fué de 200 pul. Después de 72

h de cultivo a 37°C , las células se pulsaron

por 18 h con 0.5 pCi de [3H) timidina /

pozo. Se midi6 la radioactividad

incorporada y los resultados se expresan

como Indice de estimulacion. Los ensayos

fueron realizados por triplicado y la DS fue

menor del 10 % de la media. El Indice de

8 estimulacion fué calculado como sigue: IE=
X cpm experimental/ x cpm control.
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17-25
123-36

130-40
P quinerica

Cn2
1-14
t-14n
1-10
4-14
1-27
10-27

b El Indice de estimulacién méximo
obtenido para cada péptido se muestra
con el propdsito de facllitar la
comparacion. Los datos fueron extraldos
del recuadro a. Las concentraciones de los
valores graficados son los siguientes: Cn2
(,001 pg/ml); 1-14 (0.1 pg/mi); 1-14M
(0.01 pg/ml); 1-10 (0.1 pg/ml); 1-27 (0.1
pug/ml); 10-27 (0.01 pg/ml); 17-25 (0.001
Antigenos pug/mi); 23-36 (0.01 pg/mi); 30-40 (0.001
ug/mi), y 8 toxina quimérica (0.001 pg/mi).
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DISCUSION
En la sintesis de los péptidos que corresponden a fragmentos de la toxina 2 se enfatizo la
secuencia correspondiente al extremo N-terminal aunque también se incluyeron peptidos
correspondientes al extremo C-terminal. El primero porque en experimentos preliminares con
un péptido sintéticos correspondiente a la secuencia N-terminal de la toxina 11.10 de C. noxius
(una toxina con alta homologia estructural con la toxina 2), este result6 letal en ratones, lo
que sugiere la participacién del extremo N-terminal en la conformacién del sitio activo (Gurrola,
1986), y segundo porque por difraccién de rayos X de la variante 3 de C. sculpturatus, se
sabe que la regién N-terminal est4 expuesta en la superficie de la toxina (Fontecilla-Camps
et al. 1980).
El extremo C-terminal, también por difraccién de rayos X, se sabe esté expuesto a la
superficie de la toxina de C. $."sculpturatus y espacialmente cercana al extremo N-terminal
(Fontecilla-Camps et al. 1980), por lo cual tamﬁiéh resultaba interesante de sintetizar y evaluar
su capacidad inmunogénica protectora.
El péptido 1-14M (modificado) resulté de la sintesis incorrecta del peptido 1-14 al no pegarse
el ac. glutamico. Esto fue definldo al purificar y realizar secuencia de aminoéacidos del péptido
1-14. A pesar de ésto, decidimos utilizar el péptido 1-14M, que carece del ac. glutamico de
la posicion 2, ya que nos permitia defihir la posible relevancia de este aminoécldo en la
estructuracién de un posible epitope neutralizante.
El hexapéptido C-terminal fue sintetizado a pesar de que en el momento de la sintesis
quimica s6lo se conocla por secuenciacién de Edman directa la posicién del tripéptido Pro-
Asn-Lis. El andlisis de amino4cidos de ésta region habia revelado la presencia adicional de
Arg, Cis, y Ser. El péptido siﬁtetizado (Tabla 1) no corresponde a la secuencia finalmente
determinada (Zamudio et al., 1992), conteniendo una inversién en la posicién de los dltimos
tres residuos, sin embargo, lo hemos utilizado como control interno.
»Todos los péptidos sintetizados se obtuvieron con un rendimiento superior al 60 % Yy el

andlisis de amino&cidos correspondié a la secuencia esperada tanto para los péptidos
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sintéticos de la toxina 2 como para el péptido quimérico.

La letalidad del péptido quimérico, aun cuando es a concentraciones 400 veces mayores a
la DL50 de la toxina 2, suglere que las reglones cuya secuencla fue conservada,
especialmente en el extremo N-terminal y las regiones estructuradas como o hélice o B
plegada son relevantes para la conformacién del sitio activo y para la especificidad en el
macanismo de acclén de las toxinas tipo B como fue mostrado por los ensayos
electrofisiolégicos. Esto nos permite concluir que hemos obtenido una toxina sintética
quimérica de tipo B. Respécto a la concentracién en la cual se observa su letalldad pudiera
atribuirse a muchas variables. Primero, el péptido contiene 8 cistelnas y la posibilidad de
que realice un plegamiento adecuado y correcto a un tiempo dado es baja. Por otro lado las
fracciones de péptidos que no adquieren la conformacién correcta, si se unen a su sitio
receptor sobre las células blanco, ésto ocurre con una afinidad submaxima. Sin embargo,
los resultados de ensayos de toxicidad con el péptido quimérico sometido a renaturalizacion
mostraron que la concentracién téxica fue similar a la obtenida con el péptldo en condiciones
reductoras (datos no mostrados). Para explicar estos resultados existen varias posibilidades.
1) que adn en presencia de agentes reductores, exista un poblacién de moléculas capaces
de conformar el sitio activo de la toxina nativa, 2') que el proceso de renaturalizacion no se
realizara de manera correcta y homogénea y 3) que la formacién de los puentes disulfuro no
son relevante para los resultados encontrados. Esto llevaria al sigulente punto. La posicién
de los distintos residuos de aminoacidos en la estructura primaria debe tener un papel
preponderante en el reconocimlento al receptor (canal iénico). Si es cierto que la region N-
terminal esta involucrada en la letalldad de Ias toxinas y por ende, en el reconocimiento del
canal, basta que esta porcién de ia molécula esté correctamente sintetizada y libre para que
funclone como una toxina parcial. _

De los resultados con los sueros anti-péptidos sintéticos cortos acoplados a tiroglobulina
como acarreador, definimos que todos estos péptidos son antigénicos a excepcién dal péptido

61-65, lo que pudiera deberse a que su tamafio no le permite unirse de manera que sea
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detectable en la superficie de la placa de ELISA ya que cuando se evalud la respuesta de
anticuerpos contra el mismo péptido 61-65, pero utilizando como antigeno unido a la placa
de ELISA el péptldo acoplado a BSA, el suero resultd positivo (datos no mostrados). Por otro
lado, ninguno de estos péptidos, a excepciéon del 1-27, resultaron inmunogénicos por si
mismos, ya que cuando se inmunizaron sin acarreador no Indujeron respuesta detectable
(datos no mostrados). A partir de los resultados de la Innmunizacién con el péptido 1-27, que
Indujo respuesta similar tanto cuando se inmunizé sin acarreador, como en presencia de éste,
concluimos que esta regién es inmunogénica.

La respuesta a este péptido sugiere que presenta en su secuencia al menos un epitope para
celulas T que tiene la capacidad de ser unido por los antigenos de histocompatibilidad de
ratones CD1.

De los resultados de reactividad cruzada de los sueros anti-péptido 1-27 y 1-27T con la
toxina 2 nativa, la reactividad del anti-péptido 1-27 fue mejor que la del anti-péptido 1-27T,
lo que sugiere que dentro de las estructuras al azar que adquiere el péptido libre en solucién,
a un tlempo dado son mas similares a la adquirida por esta regién en la toxina nativa, que
la estructura adquirida por el péptido acoplado a tiroglobulina, Estos resultados, nos sugieren
que la secuencia correspondiente al extremo N-terminal de la toxina se encuentra expuesta
y accesible al reconocimlento por los anticuerpos (al menos entre el aminoacido 1-14, por los
resultados de reactividad cruzada con el suero anti-péptidos 1-14 y 1-14M). Esto difiere de

los resultados reportados por el grupo de Granier et al. (1989) quienes encuentran que la

regidén N-terminal de su toxina modelo es poco inmunogénica. Sin embargo, hay que notar que'

la toxina modelo utilizada por Granier et al. (1989) es de tipo o y tiene un aminodcido
hidrofdbice en la posicién 1 seguido de residuos 4cidos en lugar de los aminoécidos bésicos

presentes en las toxinas tipo 8.

Los resultados de la neutralizacién tanto pasiva como activa, indican que sélo los sueros

que reconocen la toxina nativa indujeron algun grado de neutralizacion: los sueros anti-
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peéptidos 1-14 y 1-27 (neutralizacion en terceros); y el 1-14 (neutralizacién directa). Para
los animales inmunizados con el péptido 1-27 en desafio directo, se observd un efecto
sensibilizante al efecto de la toxina que discutiremos adelante. Con la sintesis del péptido
quimérico quisimos, ademas de obtener una toxina sintética con la actividad funclonal de
las toxina nativas tipo B como mencionamos en la seccién de resultados, también
pretendiamos obtener un antigeno con mayor capacidad inmunogénica en virtud de su
mayor longitud. De esta forma no seria necesario utilizar protelna acarreadora y tratar de
Incrementar la posibilidad de respuesta contra epitopes conformacionales. Estos factores,
pensamos nos permitirian aumentar la posibilidad de obtener anticuerpos especificos para
la toxina sintética con capacidad de reconocimiento de la toxIna nativa, y en funclén de la
actividad mostrada por el péptido quimérico, la posibilidad de obtener anticuerpos
neutralizantes. Los resultados confirmaron la inmunogenicidad del péptido quimérico y la
capacidad de éstos para reconocer la toxina nativa. Los resultados de los ensayos de
neutralizacion pasiva con el suero anti-toxina quimérica, nos sugieren que al menos una
parte de los anticuerpos responsables de la reactividad cruzada hacia la toxina nativa
impiden la accién de la toxina por alguno de los siguientes mecanismos: 1) reconocen el
sitio de pegado de la toxina a los canales de Na', 2) se unen a uno o varios sitios
diferentes al sitio activo, modificando la afinidad de la toxina o, 3) imposibilitando la accién
de la toxlna por impedimento estérico. Esto, sin embargo, no se observdé en ensayos de
proteccion directa con los animales inmunizados con el péptido quimérico y con el péptido
1-27, en donde no solo no se obtuvd proteccion si no un efecto de sensibilizacién al efecto
de la toxina, de tal forma que ailn cuando el reto se realizd con una DL50 de toxina,
esperandose, si los anticuerpos no son protectores, 50 % de sobrevida, se obtuvo 0% (cero
%) de sobrevida a un tiempo de inyeccion muy corto (alrededor de 15 minutos). Creemos
que esto pudiera ser atribuible a que los anticuemos que reconocen la toxina in vivo
pueden modificarla, protegiendola de la degradacion por enzimas séricas retardando su

depuracion o cambiendo se afinidad del sitio de accién, dando por resultado que se
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mantiene concentracicnes aitas disponibles de toxina, suficientes para causar una muerte
rapida. Sin embargo para definir con bases experimentales la razén de |la

hipersensibilizacién, es necesario estudiar el fenémeno con mayor detenimiento.

Por otro lado, raspecto a los ensayos para definir posibles regiones portadoras de epitopes
T, este objetivo motivo nuestro interes debido a que ahora es conocido que para la
Induccién de una eficlente respuesta Inmune y especificamente en las estrategias actuales
para el disefio de vachas sintéticas es de gran importancia definir la presencia de tanto
epitopes B neutralizantes como epitopes T, sobre todo estos ultimos con excelente
capacidad inductora. Definir sl los segmentos que porian determinantes antigénicos
neutralizantes, presentan epitopes T debilmente inductores o no presentan estos, es
relevante, ya que es posible insertar uno o varios de epitopes artificialmente permitiendo
disminuir la restriccion de la respuesta inmune. En las condiciones en las cuales se
realizaron los ensayos, solo los péptidos 1-14M, 1-10 y 1-27 indujeron estimulacién celular
importante, lo cual sugiere que en estas reglones existen potenciales epitopes para
linfocitos (H-2%). En funcién de estos resultados, hemos sintetizado octameros traslapados a
las regiones que encontramos estimulan, en cierto grado, la proliferacion celular (aun
cuando los Indices de estimulacién no fueron muy altos) con la finalidad de definir los
epitopes T. La baja actividad proliferativa pudiera deberse a varias razones, una de ellas es
que la cepa de raton ufilizada no sea buena respondedora o que el ensayo, utllizando
poblacién total de células de ganglio linfatico no es suficientemente sensible. Para descartar
ambas posibilidades, posteriormente planeamos evaluar la capacidad de inducir proliferacion
en células de diferentes cepas de ratones y en un sistema de titulacién de Interleucina 2,
utilizando para ello tanto los péptidos probados en este trabajo como los reclentemente
sintetizados y ain no probados.

Los resultados obtenidos con la toxina 2 de C. noxius (Cn2) fueron inesperados, ya que

siendo éste el antigeno con el cual se realizd la induccldn in vivo, lo esperado era obtener,
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si no el mayor indice de estimulacién, resultados superiores a los encontrados. Sin
embargo en los ensayos iniciales observamos que la incorporacion de marca en presencia
de CN2 siempre fueron muy bajos, a nivel 'o por debajo de las cuantas basales. Ante estos
resultados, realizémos ensayos de toxicidad de la toxina 2 sobre poblaciones separadas de
linfocitos y macrofagos de raton BALB/c. Los resultados de estos experimentos mostraron
que a concentraciones 10 ng/ml de toxina 2, la viabilidad de los linfocitos bajaba hasta el
20 % en solo 30 minutos, en tanto que la viabilidad de los macréfagos se mantenian sin
cambio respecto al control (Datos no mostrados).Estos resultados pudieran explicar la baja
0 nula respuesta proliferativa de las células de ganglios linfaticos, frente a la toxina 2 como
antigeno. El nivel al cual la actla la toxina 2 para alterar la viabllidad celular de los
linfocitos alin no lo hemos definido. Sin embargo consideramos que Ié primera y mas obvia
posibilidad para descartar es su accion sobre canales de Na' sensibles a voitaje. Para
definir los eventos que dan lugar a este fenomeno, es necesario una evaluaclon sistematica
que en principio puede ser abordada a traves de meétodos electrofisioldgicos para descartar
la acclon sobre canales idnlcos.

Los resultados de los enzayos de proliferacion celular obtenidos con el péptido quimeérico,
tambien resuitaron mucho mas bajos de lo esperado y tamblén pueden ser atribuibles a
efectos tOxicos de este péptido, ain cuando no hemos realizado ensayos para verificar este

fenomeno en presencia del peptido quimérico.
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Vill. PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante el desarrollo del presente trabajo hemos definido que los componentes téxicos son
(principalmente los correspondientes a las toxinas para canales de sodio) los
inmunodominantes y relevantes para inducir anticuerpos neutralizantes en animales
experimentales (figura 2, 3 y tabla 1 de anexo 1). Esto lo observamos cuando utilizamos
mezclas complejas como antigenos (macerado de telson y veneno total, y fue mucho més
evidente cuando utilizamos fracciones enriquecidas con las toxinas de alacran (Fraccién |
de Sephadex G-50). Otras moléculas diferentes a los componentes téxicos del veneno del
alacran no parecen tener papel importante en la generaclén de anticuerpos neutralizantes
(figura 3, anexo 1).

La toxina 2 de C. noxius como componente mayoritario del veneno de alacrdn, y
representante de las toxinas para canales de sodio de mamiferos resultd, de acuerdo a
nuestras expectativas, un buen modelo para la generacién de anticuerpos neutralizante del
efecto del veneno total (figura 3 y tabla 1 del anexo 1). Estos resultados ain cuando no
dieron lugar a 100 % de sobrevida, en experimentos de reto /n vivo con veneno total, si
dieron lo dieron cuando el reto de realiz6 con la toxina purificada. Esto sugiere que los
anticuerpos generados con la toxina 2 son capaces de neutralizar principalmente las toxinas
estucturalmente relaclonadas que se encuentran en el veneno total, pero que los
componentes téxicos no relacionados antigénicamente no son susceptibles de
neutralizacion. |

Estos resultados apoyaron nuestro interés de evaluar diferentes regiones de una toxina
nativa y una toxina sintética como posibles portadoras de epitopes neutralizantes (anexo 2)
»y tratar de definir si las regiones con epitopes neutralizantes (epitopes B) coinciden con las
que portan los epitopes T, al menos para el haplotipo utilizado. Esta evaluacién dié lugar a
resultados totalmente congruentes, ya que ias regiones definidas como inmunogénicas,
portadoras de epitopes neutralizantes y potencialmente portadoras de epitopes Inductoras
de respuesta de memoria (H-2°), corresponden a secuencias traslapadas de la regién
amino terminal de la toxina (péptidos que corresponden parclal o totalmente a los residuos
de aminodcidos 1-27). También los resultados de nuestro trabajo, apoyan el que ésta
region o parte de ella (que al menos pudiera corresponder al segmento 1-14), se encuentra
expuesta en la superficie de la toxina nativa y esté accesible al reconocimiento de
anticuerpos generados contra éste segmento (anti-péptido 1-14 y anti-péptido 1-27). Todos

estos datos son presentados en el anexo 2. |
Ademas, por los resultados de neutralizacion pasiva que se presentan en la tabla 4 del
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anexo 2, se sugiere que el extremo amino terminal de la toxina es o estd espacialmente
cercano al sitio activo de la toxina, o bien que la unién de anticuerpos a esta region
modifica el sitio de pegado de la toxina a su blanco de accién.

Todos estos resultados hacen sentido con hallazgos previos de nuestro grupo que sugieren
que la region activa de la toxina se encuentra en el extremo amino terminal.

Estos resultados nos permiten sugerir el uso de la fraccion |l de Sephadex G-50 (que
contiene los componentes téxicos del veneno de alacran) como una primera aproximacion
para obtener sueros mas especificos para su uso en Seroterapia, en espera de definir los
componentes téxicos nativos e idealmente regiones o segmentos de componentes toxicos
relevantes para proteccion. Estos ultimos, son susceptibles de ser expresados, en forma de
componentes libres no téxicos pero si altamente Inmunogénicos para respuestas
protectoras, 0 como proteinas de fusion en moléculas hibridas, en vectores de expresidon,
ambas estrategias basadas en la tecnologia del DNA recomblnante. Estas estrategias
probablemente abrirdan las posibilidades a largo plazo de la induccidon de proteccién activa
en poblacion de alto riesgo. Para acceder a estas metodologias, es necesaro la
disponibllidad de los genes que codifican para una molécula dada (en nuestro caso de
las toxinas de alacran) para posteriormente manipulardos mediante técnicas de ingenierfa
genética, y expresarlos como moléculas no toxicas.

Este primer paso ya ha sido dado por nuestro grupo, contandose actualmente con varios
genes para toxinas de alacran (Becerril et al. sometido). Para una de las toxinas se ha
iniciado ya la expresion como una proteina de fusién (Tesis Consuelo Garcla). Esto abre la
posibllidad de explorar la capacidad inmunogénica protectora de dichos productos y abordar

la manipulacidon genética de las toxinas para expresar productos que mantengan las

regiones que porten los epitopes neutrallzantes, no de una sino de diferentes toxinas que
incluso no estén estructural y funcionaimente relacionadas, ampliando el universo para la
generacion de una respuesta protectora contra toxinas de alacranes de diferentes especies.

Para alcanzar esta meta, considero importante enfatizar la necesidad de realizar trabajo de
investigacion bésica para definir los componentes de los alacranes y dentro de éstos, los
epitopes que tienen un papel relevante en proteccidn.

En éste punto es importante mencionar algunas de las estrateglas utilizadas para abordar
la definiclén de péptidos tanto B como T, relevantes para neutralizacion:

1) Los productos de protedlisis parcial de proteinas ha sido usado en este contexto. Los
resultados obtenidos con esta estrategia no han sido muy utiles debido a que de los
productos de la digestion resultan antigenos poco inmunogeénicos, inducen anticuerpos con

’ : i~ W
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baja afinidad por las proteinas nativas o dan lugar a antigenos altamente tolerizantes
(Parish y Ada, 1969).

2) El uso de péptidos lineales y péptidos ramificados, es una estrategia que se ha
utilizado ampliamente en diversos modelos experimentales (Koprowski y Meichers, 1986).
Tres descubrimientos fueron de importancia para el estudio de epitopes candidatos para el
desarrollo de vacunas, utilizando como herramientas péptidos sintéticos. a) La definicién de
que los receptores para epitopes T reconocen sitios antigénicos segmentales con una
estructura secundaria particular (Berzofsky 1985; Berzofsky et al. 1987; Livingstone vy
Fathman, 1987; Schwartz, 1985), b) el descubrimento de que los receptores para epitopes
B preferencialmente reconocen estructuras terciarias o cuatemarias (Sela 1966) y ¢) la
demostracion de que en la estructura de un antigeno existen segmentos "supresores" de la
respuesta inmune y que la eliminacidon de estos segmentos dentro de la estructura da por
resultado una buena respuesta (Adorini et al. 1979).

lLa tecnologia de péptidos sintéticos ha sido de gran utilidad para el estudio de epitopes

tanto B (como ejemplos: Parry et al. 1988; Talbot et al. 1988; Zavala et al. 1987; Askelof et

al. 1990) como epitopes T (como ejemplos: Cease et al. 1986, Lamb et al. 1987; Kim et
al. 1980; Anderson et al. 1890; Robinson et al 1991, Busch et al. 1990; Kurata y
Berzofsky, 1990). También medlante esta técnica ha sido posible definir que la conjugaclén
de péptidos que portan epitopes T y B inducen anticuerpos neutralizantes para una
proteina dada aun cuando el epitope T no se encuentre naturalmente dentro de la
estructura de la proteina nativa (Auriault et al. 1988; Leonetti et al 1990; Londoio et al.
1990).

3) Una estrategia combinada del uso de la tecnologia de enticuerpos monoclonales y de la
sintesis de peptidos consiste en que un anticuerpo monoclonal con capacidad neutralizante
de la actividad biologica de una proteina, es utllizado como sonda para detectar en un
banco de peéptidos sintéticos, es poslble definlr un mimotope con alta afinidad, que
correponde a un epitope neutralizante sintético. Esta técnica es aplicable tanto sl se trata
de un epitope lineal como de uno discontinuo (Geyson, 1985; Geyson et al. 1987).

4) Otras estrategias alternativas para definir epitopes relevantes para proteccidon son
derivadas de la tecnologfa de DNA recombinante. Con esta metodologla se han definldo
epitopes B y T de diferentes proteinas modelo mediante la expresion de protefnas
recombinantes que portan fragmentos de proteinas modelo -proteinas de fusién- (Thole et
al. 1988; Ducancel et al. 1989: Colina et al. 1990; Charbit et al. 1990). Otra alternativa, se
reflere a la mutagénesis dirigida (Cox et al. 1990). Las aitemativas derlvadas de la
manipulacién genética son ahora accesibles para nosotros y representan altemativas reales
que nos permitiran abundar en el la definicion de los epitopes tanto B como T de las
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toxinas de ala]"crén, sobre todo considerando que el conocimiento generado hasta el
momento nosfpermlten dirigir nuestros esfuerzos hacia las regiones potenciaimente
portadoras de epitopes relevantes.

En otro sentido con respecto a metodologias para evaluar topologia de diferentes regiones
de una proteina las altemativas mas ampliamente utilizadas consisten en:

1) El uso de variantes naturales (El Ayeb et al. 1983; Kharrat et al. 1990).

2) El uso de anticuerpos monoclonales y/o policlonales de especifidad definida, Inducldos
con proteinas nativas péptidos sintéticos analogos a estas. Esta estrategia aprovecha la
capacidad antigénica de diferentes regiones de una molécula, su accesibilidad al
reconocimiento por los anticuerpos y la posibilidad de modificar la actividad bioldgica de la
proteina, para asignar una ubicacién topoldgica a diferentes segmentos de la molécula
(Bahraoui et al. 1989; El Ayeb et al. 1986).

3) El uso de péptidos sintéticos 0 productos de digestion parcial de la proteina nativa o de
varlantes naturales para asignar relevancia funcional a segmentos de la molécula (Granier
et al. 1989; Ruan et al. 1990).

4) La modificacion quimica en residucs de aminodcidos especificos (Feeney, 1987,
Sampieri y Haberstzer-Rochat, 1978; Darbon y Angelides 1984; Kharrat et al. 1990).

5) La mutagénesis dirigida y el uso de técnicas de DNA recombinante. A pesar de que
estas metodologfas permiten asignar un pape! funclonal a diferentes regiones de una
molécula, la repercusion estructural no se obtiene de manera directa aunque por meétodos
de prediccion de estrucura es posible tener una aproximacion razonable.

Otras metodologlfas altemativas para realizar una mejor evaluacion en este sentido son el
dicroismo circular, la resonancia magneética nuclear y finalmente cuando esto es posible la
cristalografia por rayos X. De las toxinas para canales de sodio, obtenidas de alacranes, se
ha definido la estructura cristalogréfica de dos toxinas, una con actividad bloqueadora de
tipo o y otra de tipo B (Fontecilla-Camps et al. 1980; Fontecilla-Camps et al. 1988). Por
métodos de computacion, utilizando el banco de estructuras de proteinas, nosotros hemos
realizado una prediccion de la estructura cristalografica de la toxina 2 de C. noxius,
utilizada como toxina modelo de tipo B, y comparamos los resuitados con la estructura de
la V3 de C. sculpturatus. Encontramos que los cambios introducidos a parir de la
secuencia de la toxina 2 no modifica de manera importante la estructura original de la V3
(datos no mostrados). También evaluamos la posible modificacidn de la estructura de la V3
de C. sculpturatus por substitucidn con la secuencia de la toxina quimérica y encontramos
que solo las regiones correspondientes al extremo amino terminal y los segmentos
estructurados como o hélice y B plegada parcticamente se traslapan a la estructura de la
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V3 (datos no mostrados). Por otro lado, mediante predicion de estructura secundaria
definimos que las regiones correspondientes a la o hélice y B plegada de la toxina
quimérica se mantienen en la misma posicién que en la toxina nativa 2 de C. noxius (datos
no mostrados). En el presente una de las estrategias que pueden apoyarnos de manera
importante en el sentido de la relacion estructura-funcién probablemente es la mutagenesis
dirigida, en funcién de la disponibilidad de los genes de varias de las toxinas de alacran,

En otro sentido, y a partir de los resultados obtenidos hasta el momento por nuestro grupo,
hemos tomado una conciencla mas critica acerca de la posibilidad de utilizar peptidos
sintéticos o protefnas recombinantes como posibles vacunas anti-toxinas de alacran. El
primer factor para considerar, se refiere a que el envenenamiento por plquete de alacran es
un proceso agudo en el que se requieren altos niveles de anticuerpos circulantes en el
momento del accidente para obtener una proteccion adecuada. Sin embargo la maxima
respuesta de anticuerpos en animales experimentales se alcanza 4-5 dias posteriores a la
reinmunizacién y solo se mantiene a titulos adecuados por 45 a 60 dias (datos no
mostrados). De tal forma que mientras no sea posible inducir una respuesta inmune
neutralizante que se mantenga a niveles suficientemente altos para proteger por un periédo
largo de tiempo, no sera posible proponer que la induccion de inmunidad activa tiene un
papel relevante en saiud publica.

Otro factor a enfatizar es la hipersensibilizaciéon al efecto de la toxina, encontrado en
animales inmunizados con fragmentos sintéticos correspondientes a toxinas de alacran
(tabla 3 del anexo 2), lo cual también nos hace considerar con gran cautela el desarrollo
de una vacuna anti-alacran. Es necesario definir si es la naturaleza sintética de los
péptidos utilizados para la inmunizacion los responsables de este efecto 0 es independiente
de esto. |
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SCORPION TOXINS: A MODEL FOR PEPTIDE SYNTHESIS
OF NEW DRUGS

L.D. POSSANT; G.B. GURROLA; 1.O. PORTUGAL; EZ. ZAMUDIO;
L.D. VACA; ESA. CALDERON and G.G. KIRSCIH

Dcpartment of BDiochemistry, Centrode Investigocién sobre Ingenieniu Gendtica y Bioteenologia,
Universidud Nacional Auténoma de México, Apartado Postal 510-3, Cucrnavaca, 62270 Mésico,
Dcepartment of Physiology und Molcculur Biophysics, Baylor College of Medicine, Houston, T'exas
77030, USA.

Scorplon lmms arc basic polypetides of relatively low molecular weight (1), 1t
recognize Nat and K¥ ion channcls ol excitable membranes (2). "o families of seorpion
toxins have been described (review 3): long-chain peptides with 60 10 66 amino .lud
residucs tightly bound by four disulfide bridges (4,5), which are specific blockers of Na*
channcls (6, reviews 7 and 8) and short-chain pcpudcs with 38-39 amino acid residues
bound by three disulfide bridges (9,10), that block K* chanoels (11, 12 revicws 13 and
14) of scveral excitable tissues. The most throughly studicd arc the Na™ channed blockers,
for which two sub-lypes of toxins have been namcd: ce 1oxins, initially found in the Old
World (Asia and Africa) scorpions, which affect the inactivalion mechanism of the Na*
channcls and /3 toxins, found originally m the New World (America) scorpions, which
modify the activation mechanism of the Na* channels. ‘The complete amino acid sequence
for at lcast 20 such toxins have been reporied, lhc tridimensionul stiructure, by X-Ray
diffraction, is presenily known for wo distinet Na® channcl toxins (5). Studies on the
structurc-function relationship of these tosing started with chemical modifications of
specific residucs in the native peptides (15). Recently, entirely synthelic peptides cor-
respanding to the amino deid seguenees of native toxins hive been prepired (16, 17), A
final abjective is to abtain informition on struclural featares of the 10xins, that ciuse i
specific function on excitable tissucs, An alternitive goal is (o madify the tosicity of these
peptides without affecting too much their antigenic determinants, lor possible applications
of such compounds in scrolerapy or in direct immunization schemces, as synthetic vaceines.
Ihe purposc of this manuseript is to address various aspecls of these experimental
strategies. First, we describe the synthesis of several fragments from toxic peptides
extracied, purificd and charucierized from the Mexican scorpion Centruroides noviuy.
Sccond, we anillyze Lhe direet cffeel of the chemically obliained pcpliclcs on different
biological prepitrationsgind we verily their immunological properlies in murine lmmunc
systen. Finally, bascd on theoreticul considerations of the structural similaritics of Na*
chianncl blocking toxins obtaincd through the metric analysis method (18), we report the
design and synthesis of a chimeric toxin, and we study its biological propertics, showing
that scorpion toxins arc good madels for testing possible new pharmilceutical drugs.
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MATERLAL AND MIEETITODS

Parilication and Characterization of Toxins

Venom from Centrroides novins scorpions collected in Nayirit State (Mexico) was
obtinned by clectrical siimulkition of the glands (telsons), dissolved in water, centrifluged
and the superpatant was freeze-dryed and stored at =20°C, until uscd. Usuaally 10,000
scorpions are required to obtain 1 gram ol venom.,

Punhicahion ol woxins was carricd out by the procedure previously desceribed (3, 19).
Briclly, soluble venom is separated by gel filtration in Sephadex G-50 columin (0.9 x 200
emy), in 20 MM ammoninm acetane bulfer, pl 4.7, loxic fractions are further separated
by ion exchange chromatography in two steps: {irst, a carboxymethyl-ccliulose column ((L9
x 30 em) equilibrivted with 20 mM ammaonium acetine bulfer, pll 4.7 and c¢luted with o
sodium ¢hloride gradient from (L0 10 0.5 M; and sceond, a similar chromatographic
cotunm, but at 50 mM sodium phosphate buffer pll 6.0, ciuted with NaCl gradicent from
0.0 10 0.38M (3). "TOxic components are monitored by intraperitoneal injection into albino
mice (strain CD1Y), of 10010 200 ¢l of fractions comtaining from § 10 50 pg protein each.
Lethality symyptoms are salivation, licrimation, dispnea, sporadic convulsions, paralysis of
rear limps, dyarehen, respiratory or cardiae arrest (20). Homaogencily of peplides are
folloswed by get electrophoresis using the beki-alimine-urci sysiem, described by Reisfeld
ef af. (21). Lventuadly, a fourth poribication step s required for certain toxic fractions,
consisting of high performinee liquid chromatography (1IM.C), through areverse phase
columan with an octadeeylsibine resin (18). Further chemical characterization of purified
components arc conducted by amino acid analysis of hydrohzines prepared by the method
of Moore and Stein (22) in a Durrum D-500 amino acid analyzer (20). "The primary
structure determinition follows the procedures carlier described (18), by means of auto-
matic Ldman degradation (23), using a Beckmin 890M microsequencer, or in Applicd
Hiosystem Scequencer (18),

Cliemical Synthesis of Pepitides

Peptides corresponding to the amino acid sequence of several toxins, purified and
sequenced from the venom ol the scorpion C. novius (3, 18, 19, 23), was performed by the
solid phase methad ol Merrificld (24). A detailed deseription of the technique used is
found in our previous publications (17, 23). Bricfly, this methad consist of scquentinl
condensition of protected amino acids, from which the first, at the C-terminal region, is
covalently intached Lo asolid support (24), and subscquent enlargement of the polypeptide
chainis obrained by polymerization with carbodiimmide in presence of methylenc chloride,
used as solvenl. Stde-products are washed in cach step of the cycle: deprotection,
neutriliziation, condensation of cach new amino acid added 10 the growing polymer. Al
the end of the synthesis, the resuliing peptide is liberated from the solid support by
Nuorhydric atcid cleavage, which also deprotects the reactive side-chains of some amino
acids (24), depending on the specilic sequences, For small peptides, containing only two
or three amino acids the liguid phase method was used (25). Most peptides were syn-
thesized manually; however, Tor very large peptides, like the chimeric toxin containing 57
amma acid residuces, an automatic Applicd Biosystem niichine was used, aiceording to the
procedare implemented by the company. At the end of the synthesis all peptides were

‘purified, cither by thin lager chromitography (dipeptides and tripeptides) or by HPLC
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(larger peptides), as described (17, 238). Verificaion of the synthesis after purilication wits
carricd out mainly by amino acid analysis or by imino icid scquence determimition, s

described belore [or the nitive 1oxIns.

Linmunaological Studies

Sceveral immunizition schemes were followed to produce polivitlent or monocional
antibadics in mice (strains Bulb/e or CDI), (24, 26). Usually pre-immune scrum was
obliincd from ciich animal before starting an immuniziion scheme, Several groups of
aninmals, containing 6 10 10 mice, were used for cach immunization scheme. Peplide alone
(3 10 50 ) or peplide covalently attached 10 o carrier molecule, such as mouse serum
albumin (24), yroglobuline (26), or nitrocellutose paper (12, Calderon, unpublished) was
uscd to immunize mice. Igmunization proceeded cither in presence of Freund adjuvant
(24), slumini (26) or alone.

A typical immunization procedure will consist of 6 independent applications of
antigens, separiied on time by 15 days each, in every single imimitl. After one week of eich
injection, the animal were bled for testing the antisseri,. Dable immuno-dilusion wiss
conducled in agar gets as deseribed (24), Monoclonal antibodies were obiained, selecied
and cloned, alier fusion of spleen cells of immunized mice with & myeloma cell line
(SP2/0Ag-14), as deseribed by I Zamudio (23), and P Herion, G. Gurroki, R. Suiavedra,
E Zumudio, R. Sanchez, and 1.0, Possani (in preparation). Radio-immunc assiay (RIA)
or enzymatic-immuno assay (ELISA) were carried oul, is deseribed (23-26),

Bioassay and Physiolopical Charncterization of Peptides
I l

Vatues for medium lethal dose (1.D30) of native Loxins were oblitined as deseribed
(20), using six or ten mice for cach dose and injecting groups of six or ten mice for every
LD350 determination (both for CD1 and Badb ¢ strains of mice). Lethality tests were
performed in albino mice (strain CD1) using the three routes of administration. A stock
sotution of synthetic peprides, corresponding 10 the anino acid sequence of Noxiustoxin
from positions 1 10 9 (N'TX1-9) and 30 10 39 (N'TX30.39), 10 mg/ml in watcr, was uscd.
Synthetic peptide N'TUX1-20 was also tested, but the solubility in waler was poor; stock
solutions werce prepared in presence of organic solvents, such as dimethyl-formamide, and
subscquently diluted in appropriated bulfers. Anisol, organic solvents and dithiotreitol in
water al the same cquimolar concentrations as the peplides were also injecied in control
animals 10 rule oul the possibility of artifactual effects of these possible contaminants.
‘Three animals were injected intraperitoncilly, subcutancously and intraventriculiirly, “I'he
cercbro-ventricular localization of the intra-cranial injection wiis controlled using Evans-
Bluc as o marker. Synthetic long-chain chimeric toxin was assayed by intraperitoncal
injcctions in mice (strain CD1), 5010 400 2¢ 220 ¢ mouse weight,

‘The experiments with synaplic leeminals (synaptosomes) were performed with
brains removed from adull lbino mice (strain CD1). Brains without cerebellum of four
mice were usually uscd Lo obtain purificd synaptosomal friaction, [ollowing the method of
1ajos (27), with stight modifications as described (28). Preloading of synaptosomes with
12,3-311-GABA), perfusion with the various experimental conditions and radioactivity
measuremcents were perlormed as described (17).
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Ncutralization experiments with monaclonal or polivalent antibodies were per-
formed us indicated in the legends of the figures. For monoclonal antibody a 10 fold excess
antibody over toxin was mix together and incubaled for 1 hr, at room temperature, prior
injection to the mice, 'The amount of toxin used was cither the cquivalent of one or ten
1.D50 valucs. For polyvalent anti-peptide or anti-toxin scrum an amount of onc 1.D50
virluc of toxin was preincubated 1 hr with 80 or 160 41 of serum prior injection to a group
of 6 animals.

Cell culture (Ncuroblastoma N18 cells) and clectrophysiological recordings were
performed as previously described (29, 31).

RESULTS AND DISCUSSION

Peptides corresponding to the amino acid sequence ol toxins from the scorpion C.
noxiys, that block both sodium and polassium channels of excitablc membrancs, were
synthesized (Figure 1). From Noxiustoxin (9), the following peptides were preparcd:
hexapeptide (NTX1-6), nonapeptide (NTX1-9) and cicosapeptide (NTX1.20) from the
N-terminal region; pentapeptide (N'1X35.39), decapeptide (N'1X30-39), nonadecaptide
(N'TX21-39) [rom the C-terminal part of the molecule; the full lenght peptide (N'TX1-39)
and a discontinuous hexapeptide containing the amino acid sequence of the tripeptide
from the C-terminal part, covalently linked to the tripeptide from the N-terminal (NTX-
1110) region of the toxin. From the Na™ channel blocker taxin 11-9.22 (19,23), iwo peptides
were synthesized: tetradecapeplide from positions 1 to 14 and a pentapeplide from
positions 61 40 65. Finally, a decapeptide from the N-terminal region of toxin 11-10 (19,
and unpublishicd) was atso synthesized. All peplides were purificd by high performance
liquid chromatography, their amino acid compositions were determined, and when neces-
sary the amino acid sequence was confirmed by direct Edman degradation in a microsc-
quencer Beckman 890M (17, 23, 26). The long-chain peptide (chimeric-loxin) of 57 amino
acid residues was also synthesized and used for toxicity, immunologicil and
cleetrophysiological experiments (Figure 2.) ‘This chimeric toxin was design following
general features of a comparaiive study, by the metricanalysis method (18), of the primary
structures of known sodium chiannel blocking toxins isolated from the venom of scorpion
from alt over the world, Figure 2 shows somc of these characteristics. On the upper part,
the a helix (n) and the 8 sheet (1) forming regions of variant 3 toxin, from C. sculpturatus,
arc shown, bascd on the X-ray data of this model toxin (5). Onthe botion part, all common
amino aicids, highly conserved, are also indicated. Thirtcen primary structures of scorpions
toxins arc compared. In order to enhance similaritics among theses sequences, gaps have
to be introduccd on the priniiry structures of the toxins from both North African and
Asian scorpions, at the N-terminal part of the molecule, approximately at positions 17 1o
20, which corresponds to the loop b of the tridimensional structure of the toxin, Thesc
peptides belong tothe group of the a-scorpion toxins (32), while the toxins from Amcrican
scorpions, represented by model oxin 1 of C. suffusus suffusus, belony to the B-scorpion
toxins (32). ‘The last family of toxins have gaps in the region of the toop B, corresponding
10 amino acids al posilions 43 10 50. a-loxins affcel the inactivation mechanism of Na”
channel, and B-toxins affect the activation mechanism (32). In designing chimeric toxin
B,shown it the lower botton part of Figure 2, similar amino acids 10 the American scorpion
toxins werc chosen, specially ot the a helix and B sheet forming amino acids scgments of
the peplide. All cysteines were conserved and gaps were intraduced in the loop J region,
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The idca was to preserve general features, typical of the S-scorpion toxins. Tivo additional
amina acids al positions corresponding Lo the J loop were introduced with the hope to
modily affinity for the channel. We expect Lo oblain a novel synthetic S-scorpion toxin. The
resulls presented here were oblained with the S-chimeric peptide, as produced by the
automatic synthesizer, without further purification.
Figure 1. Amino Acid Scquence of Synthctic Peptides,

-t

11-101-10)

Pepiides Amimo Acid Sequences
1 5 10
NTX1-39 ‘Ihrdle-lle-Asn-Val-Lys-Cys-Thr-Scr-P'ro-
11 15 20
Ly.s-Gln-Q's-Scr-Lys-l’ro-Cys-Lys-Glu-Lcu-
2N 23 30
Tyr-Gly-Ser-Scr-Alu-Gly-Ala-Lys-Cys-Met-
3l 35 39
AsnGly-Lys-Cys-Lys-Cys-Tyr-Asn-Asn,
NI'X1-6 Thrlle-llc-Asn-Val-Lys.
NIX1.9 ‘Thr-lie-He-Asn-Val-Lys-Cys-Thr-Ser.
NIX1-20 ‘Ihrlle-1le-Asn-Val-Lys-Cys-Thr-Ser-I'ro-
Lys-Gln-Cys-Scr-Lys-Pro-Cys-Lys-Glu-Lcu,
NTX35-39 Lys-Cys-lyr-Asn-Asn,
N1I'X30.39 Mct-Asn-Gly-Lys-Cys-lys-Tyr-Asn-Asn,
NI'X21.39 ‘Vyr-Gly-Ser-Scr-Ali-Gly-Ala-Lys-Cys-Mct-
' Asn-Gly-Lys.Cys-Lys-Cys<lyr-Asn-Asn,
NIXI0 ‘yr-Asn-Asn<Thr-le e,
l 5
11:9.2.2(1-14) Lys-Glu-Gly-lyr-I.cu-Vul-Asp-Lys-Asn-
| 10 I8
‘I'hr-Gly-Cys-lys~1yr.
6l 65
11.9.2.2(61-6S) PPro.Asn-lys-Arg-Scr.
1 5 10
Lys-Glu-Gly-Tyr-Lecu-Val-Asn-Ser-Tyr Thr.
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Lqq v LXDGYIVDDKN CIFFC  GRNAYCHDEC KK KGGESCYCQMASPYGNACWCYKLPDAVSIKEX GL CN
Be n10 VRDGYIADDKD CAYFC  GRRAYCDEEC KX GAESGXCWYAGQYGNACWCYELPDWVPIKQKVSGKCN
Lqq 1v CVRDAYIADDKN CYYTC  GSHSYCNTEC TX DGAESGYCOMLCKYGNACWCIKLPDKVPIRI PGK CR
dat 1 EADGYIVYPHN CVYHC VP ! COGLC KXNGGSSGSSCY LVFPSGLACWCKDLEDMYPIKDTSMX CT

Ts gamsa  KEGYLMDH EGCKLSCFIR PSGYCGMECGIK K GSSGYCAW P ACYCYGLPMNVEVWDRATNEC
Ts 111-8  KEGYAMDE EGCKYSCFPIR PAGFCOGYCKTHLE ASSGYCAN P ACYCYGVPNI,..
T 1Ve3 EDGYPVEYDN CAYICWNY DMAYCDKLCKDK K ADSGICYWY B  ILCYCYGLPXX,.,

Cosn 11 KEGYLVSKSTGCKY ECLALGONDYCLRECRQQYGESSGCYCYA F  ACWCTHLYEZQAVVWPLPNKTCN
Cek vl KEGYLVEXSOGCKYGCLELGENEGCDTECKAINQGGSIGYCYA F ACWCEGLPESTPIUPLPNKSC
Csk 1 IDGYLVEK TGCKKTCYXKLGENDFCNRECXWIXHIGGSICYCYG ¥ GCYCEGLPDSTQIWPLPNK CT
Cn 11-14  EDGYLVDA KGCEXNCYNLGXNDYCNRECRMKHRGGSYGYCYG ¥  CCYCEGLSDSTPTWPLINKIC
Clt 1 ERGYLYNHSTGCKYECFYLGOWDY CLRECRQQYGUGALGYCYA ¥ GOWCTHLYLQAVVWPLMNKICS
Cosmson 1 € CG———-C ¢ e e 4 c
loop J loop B
$ ~Chimsric XEGYLMIXSDGEC C WDYCLRECKQQEYRGAGCYC AG P ALCIC ELGDG VAL TK C
GRGEG

Figure 2, Comparisen of Primary Structure of Several Toxins by the Mcthod of Metric Analysls.
The following sequences were compared (see review 3): AaH Il is toxin il from Androc.
tonus australis; Lgq, from scorpion Leiurus q. quinquestriatus; Be, from Buthus cupeus;
Ts, from Tityus serrulatus; Css, from Centruroides s. sulfusus; CsE, from C. sculpturatus
Bwing; Cn, from C. naxius and Cit from C. limpidus tecomanus. The chimeric toxin, type
B, was design after this analysis (last sequence). The upper part shows the X-ray
diffraction results, where the @ and 00 sheet forming amino acid sequence are labeled (5).
In the botton part of the sequences are also indicated the common amino acids and the
loop J and B region of the molecules,

All the above mentioned synthetic peptides were tested for toxicity in mice, Table 1
shows that the most relevant information obtained is the presence of toxicity in peptides
corresponding to the N-terminal amino acid sequence of Noxiustoxin (17), and toxin I1-10
of C. naxius. The B-chimeric peptide was toxic at high concentration. However, peptides
corresponding to the C-terminal part of Noxiustoxin were not toxic at very high dose (400
#8720 g mouse weight). Lethality tests have shown that the effects were dose dependent,
but were independent of the route of administration of the peptides (intraperitoneally,
subcutaneously or intra-cranially). Synthetic peptides corresponding to the C-terminal
region of NTX were not toxic. The "in vivo" tests were confirmed by "in vitro" experiments
using two systems, the neurotransmitter release assay with radiolabled GABA preloaded
to mouse brain synaptosomes (28), and an electrophysiological preparations by means of
voltage-clamped measurements on excitable membranes (29). Figure 3 shows the results
of some synthetic peptides on 3H-GABA release from synaptic terminals, It is clear from
these experiments that the N-terminal fragments: NTX1-9 and NTX1-20 are active on
neurotramsmitter release, similaryl to the effect of native Noxiustoxin, while the C-ter-
minal peptide NTX30-39 is not (17), given additional support tothe lethality tests verificd
in mice. Further cvndcnu, showing that the N-terminal nonapeptide and eicosapeptide of
Noxiustoxin affect K* fon channels was obtained by cxpenmcnts done with voltage-
clamped dorsal root ganglion neurons (33). NTX1-19 blocks the K* currents, in a similar
manner, as the native toxin; the effect is reversible by washing the preparation with buffer
(E. Carbone and L.D. Possani, unpublished).
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Lethality Tests of Synthetic Peptides.

Peptide (dose g) Administration route

Intraperitoneally Subcutancously Intraventricularly
NTX1-9 (200) Intoxication Intoxication Intoxication
symptoms within . symptons within sympions convulsions
20 min. + 20 min, within 12 min.
Death after4 hr hyperexcitability Death before 20 min.
lacrimination,
survived
NTX1-9 (100) Doubtful symptoms No symptoms Toxic, death
\ _ within 20 hr
NTX1.9 (20) No symptoms No symptoms Symploms slightly
different from NTX
NTX1-20 (200) Deadly Not tested Not tested
NTX30-39 (400) No symptoms No symptoms No symptoms
Native NTX (40) Deadly ' Deadly Deadly
11-10(1-10)-MSA Deadly Not tesled Not tested
B-chimericl-57 (400)  Deadly Not tested Not tested

Note: MSA is mouse serum albumin to which peplide 11-10(1-10) from C. noxius was coupled.

Figure 3.
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Effect of Native NTX und Synthelic Peptides on Transmitter Release. Synaptosomes
obtained from mice were loaded with labeled GABA and perfused wilh standard Ringer's
perfusion medium. Lel (a) represents the effectof 0.2 4 M native NTX (closed circles)
and control (open circles). Right (B) the effect of 100 4M NTX1-9 (open mangles), 100
MM NTX30-39 (closed triangles), and 100 ¢M NTX1-20 (open squares).
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Figure 4 shows the effect ofﬂ-chimcric peptide on a N18 neuroblastoma cell line,
mantaincd in voltage-clamped experiments (29). Panels A and B show superimposed Na*
current records obtained before and eight minutes after adding 9.2 uM B-chimeric
peptide to the bathing solution. In the presence of toxin, currents were larger at more
ncgative test polentials (A) but smaller at more positive potentials (13), The waveform of
the currents in pancl B was not allered by synthetic peptide; in particular, the fact that the
inactivation phase was unchanged indicates that the chimeric toxin does not behave like
‘an a toxin, Panel C shows the complete current-voltage (I-V) relationships before (open
circles) and after (filled circles) chimeric toxin application. Toxin treatment reshilted in both
a shift of the IV curve to moare negative potentials and a 209% block of maximum
conductance. The block could be relieved by washing with toxin-free solution (not shown)
but the shift could not. A simitar degree of shift was detected in voltage dependence of
stcady-stale inactivation (D). The chimeric toxin therefore shows the characteristic fea-
tures of B-scorpion toxins, as predicted by the metric analysis studies and by the designin
features discussed above (Figure 2). However, the potency seems reduced compared with
native 1oxin, as also expected, although other reason could explain the low loxicity levels
of the B-chimeric peptide. For example, the possibility of the presence of undesirables
synthetic peptides (crude preparation of synthetic S-chimeric toxin) and/or the presence
of wrong formation of the appropriate disulfide bridges. We should recall that this peptide
has eight cysteines, with the possibility of forming 4 different disulfide bridges.

A =30 mV B.+10mV
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;E 05|
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[ Em, mV
“100__-% 0 0 100D
' "o'
] o
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Figurc 4. Effects of Chimeric Peptidel.57 on Na currents of N18 Neuroblustoma Cell. Holding
potential was -90 mV. The records were filiered at 5 kHz (-3 dB). Panels A-B show
superimposed Na current records obtained before and cight minutes afteradding 9.2 4M
toxin to bathing solution. Panel C shows the complete current-voltage (I-V) relalionship
before (open circles) and after (fitled circles) toxin aplication. A similar degree of shift
wasdetected in the voltage dependence of steady-state inactivation (D). The experiments
were performed at room temperature (25°C). Similar results were obtained in4 additional
experiments, ‘
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In conclusion, these data shows that it is possible to obtain synthetic peptides, with

amino acid sequence corresponding to native toxins, which mimic the function of naturally

-occuring peptides; hence, opening the possibility of designing new pharmacological drugs
to study or to interfer with the normal function of excitable tissues.

The second important set of experiments conducted with the synthetic peplides of
Figure 1and 2 concern the immunological properties of these peptides. Asshown in figures

5 10 7, all peptides are capable of eliciting an immunological response in mice. Figure §
shows the results of immunodifusion in agarose gels.

Figure 5. Immunodifusion with Sera Anti.syn-
thetlc Peptid®s. The central well contains
synthethic NTX1-3% coupled to mouse
serum albumin. Peripheral wells contain
anti-sera obtained against synthetic pep-
tides NTX1-39 (lower well), NT'X21-39
(right well), NTX30-39 (upper weil), and

control with bulfer-saline (left well).

l.Or" B
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61-68% 1—14%

Figure 6. Elisa Assayes with Serum from Mice Immunized with Synthetic Peptides. Elisa plates
were coated with, either synihetic peptides covalently linked to albumin (leftset of bars),
or peplides alone® (right set of bars), Anti-sera were obtained with synthetic peptides

11:9.2.2(1-14) and 11-9.2.2,(61-63). Bars (white) represent immune sera, while shadowed
bars are from pre-immune mice. -
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The central contains well contains full lenght synthetic Naxiustoxin (NTX1-39)
soupled (0 mouse acrum albumin, and in the peripheral wells several anti-sera obtained
against synthelic peptides NTX1.3 (lower well), NTX21-39 (wright well), NTX30-39
(upper well) and control with buffer-saline (left well). All anti-sera recognize the full lenght
synthetic peptide NTX1-39, Care must be taken, because mousce serum albumin treated
with carbodiimide alone is also a good antibody forming agent (data not shown). Pre-ad-
sorplion of antibodics to albumin must be performed, before assaying the hyper-immune
" serum, in order to avoid artefactual positive results. Furthermore, mice immunized with
pyathetic peptide (NTX1-39) are protected when challenged with a lethal dose of native
NTX (24). Figure 6 shows the profile of ELISA assayes conducted with serum obtained
from mice immunized against synthetic tetradecapeptide toxin 11-9.2.2 (at positions 1-14),
and pentapeptide (positions 61 to 65), corresponding to the C-terminal amino acid
scquence of the same toxin from C. nadus. The readings at 492 nm in the ELISA plates
were higher for the sera of immunized mice (right bars), compared o pre-immunc scra
(lefi bars). Adsorption of peptideslinked to a carrier molecule (left set of bars), gives betler
results than peptide alone (right set of bars). Note that the carrier molecule used for the
ELISA assay was albumin, while the carricr used for immunization was tyroglobulin.

This strategics diminishea the probability of faise positive results. Another hand the
apparent Jower levels of antibodics obtained with peptide alone could be due to a lesser
sxtent of binding of the synthetic peptides to the ELISA plates. Regardeless of the actual
kevel of antibodies, it seems ciear from these experiments, that both peptides (1-14 and
61-65) are immunogenic in mice. The next sct of experiments (Figure 7) shows that mice
(straio Balb C) immunized with native taxin 11922 or with S-chimeric peptide1-57
(Figure 2) produces antibodies capable of recognizing the native toxin. In Figure 7 A we
show the results of a D75, that is, the native toxin concentration capable of killing 75%
of a mouse population (control mice). Figure 7 B shows the resulls of direct challenging
immunized mice with a LD75 of native loxin. The mice assayed in B were previously
immunized with native toxin (six injections of a sub-lethal dose); 100% survival was
obwined. Therefore, native taxin 11-9.2.2 immunizes mice by producing protecting an-
tibodies. Figure 7 C shows the results of a group of mice used for the determination of the
LDS0value of native taxin 11.9,2.2.; and D shows the challenge of mice (six) witha LD50
concentration (always corrected to 20 g of mouse body weight) of native toxin to mice
previously immunized with S-chimeric peptide. No apparent protection was found in this
experiment. However, in Figure 7, E and F a definitive result was obtained, showing that
animals immunized with the synthetic S.chimeric peptide1-57 produce serum capable of
protecting third animals in "int vivo " challenge, after pre-mixing anti-sera against chimeric
toxin with native toxin 11-9.2.2, in amounts of an equivalent D50 value, In Figure 7 E,
160 ml of serum from mice immunized with S-chimeric toxin were mixed with buffer
containing native toxin 11-9.2.2, (one LS50 value), incubated for 1 hr at room temperature
and challenged a third group of mice (non immunized); 100% survival was observed. In
Figure 7 F, the same experiment was conducted, but decreasing the amount of anti-serum
t0 80 ul; a partial protection was obtained, 25% of mice died. The last two experiments
show that the serum produced by mice immunized against the synthetic S-chimeric toxin,
when mixed with native taxin (one LD50 value) and injecied in control mice protect them
in a dose dependent manner. An amount equivalent to 160 ml of anti-serum is required
to neutralize one LS50 value of native toxin. Taking together the experimental results of
Figure 7 C to F we conclude that beta-chimeric taxin is potentially promising toserve as a
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The central contains well contains full kenght synthetic Naxiustoxin (NTX1-39)
eoupicd to mouse serutn albumin, and in the peripheral wells several anti-sera obtained
against synthetic peptides NTX1.39 (lower well), NTX21-39 (wright well), NTX30-39
(upper well) and contral with buffer-saline (icft well). All anti-sera recognize the full lenght
synthetic peplide NTX1-39. Care must be taken, because mouse serum albumin treated
with carbodiimide alone is also a good antibody forming agent (data not shown). Pre-ad-

sorplion of antibodics to albumin must be performed, before assaying the hyper-immune
~ serum, in order to avoid artefactual positive results, Furthermore, mice immunized with
syathetic peptide (NTX1-39) are protected when challenged with a lethal dose of native
NTX (24). Figure 6 shows the profile of ELISA assayes conducted with serum obtained
from mice immunized against synthetic tetradecapeptide toxin 11-9.2.2 (at positions 1-14),
and pentapeptide (positions 61 to 65), corresponding to the C-lerminal amino acid
scquence of the same toxin from C. nauks. The readings at 492 nm in the ELISA plates
were higher for the sera of immunized mice (right bars), compared to pre-immunc sera
(left bars). Adsorption of peptides linked to a cartier molecule (left set of bars), giveabelter
results than peptide alone (right sct of bars). Note that the carrier molecule used for the
ELISA assay was albumin, while the carrier used for immunizalion was tyroglobulin.

‘This strategies diminishes the probability of false positive results. Another hand the
apparent lower Jevels of antibodies obtained with peptide alone could be due to 8 lesser
satent of binding of the synthetic peptides to the ELISA plates. Regardeless of the actual
kevel of antibodies, it seems clear from these experiments, that both peptides (1-14 and
61-65) are immunogenic in mice. The next set of experiments (Figure 7) shows that mice
(strein Ralb C) immunized with native toxin 11-9.2.2 or with f-chimeric peptide1-57
(Figure 2) produces antibodies capable of recognizing the native toxin, In Figure 7 A we
show the results of a LD75, that is, the native toxin concentration capabile of killing 75%
of a mouse population (control mice). Figure 7 B shows the results of direct challenging
immunized mice with a LD75 of native taxin. The mice assayed in B were previously
immunized with native toxin (six injections of a sub-lethal dose); 100% survival was
obtained. Therefore, native taxin 11.9.2.2 immunizes mice by producing protecting an-
tibodies. Figure 7 C shows the results ofa group of mice used for the determination of the
LDS50 value of native toxin 11-9.2.2.; and D shows the challenge of mice (six) witha LD50
concentration (always corrected 1o 20 g of mouse body weight) of native taxin (o mice
previously immunized with B-chimeric peptide. No apparent protection was found in this
experiment. However, in Figure 7, E and F a definitive result was obtained, showing that
animals immunized with the synthetic -chimeric peptide1-57 produce serum capable of
protecting third animals in "in vivo " challenge, after pre-mixing anti-sera against chimeric
toxin with native taxin I1-9.2.2, in amounts of an equivalent LD5O0 value. In Figure 7 E,
160 m! of serum from mice immunized with S-chimeric toxin were mixed with buffer
containing native toxin 119.2.2. (one LD50 value), incubated for 1 hr at room temperature
and challenged a third group ol mice (non immunized); 100% survival was observed. In
Figure 7 F, the same experiment was conducted, but decreasing the amount of anti-serum
to 80 ul; a partial protection was obtained, 25% of mice died. The last two experiments
show that the serum produccd by mice immunized against the synthetic ﬂ-cmmenc taxin,
when mixed with native taxin (onc LD50 value) and injected in control mice protect them
in a dose dependent manner. An amount equivalent to 160 mi of anti-serum is required
to neutralize one LDS0 value of native toxin, Taking together the expcruncntal results of
Figure 7 C to F we conclude that beta-chimeric toxin is potentiaily promising to serve as a
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modei for production of a synthetic vaccine against scorpion toxins. The unconclusive
results of Figure 7 D can be explained, among other things, by the appearance of
Immunological sensitization, due 10 the use of impure antigens (synthetic S-chimeric
toxin), which is not an unusual phenomenon.
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Figure 7. "In vivo" Challenge of Control and Immunized Mice with Native Toxin. Letters A and
C represent respectively, the LD7S and LD50 of native toxin 11.9.2.2 injected in controt
animals, B is 100% survival of mice pre-immunized with native 11.9.2.2, and challenged
with one LD75 of the same toxin. D represents mice pre-immunized with S-chimeric
peptide and challenged with one LDS0 value of toxin 11-9.2.2, E and F are experiments
using control animals injected with a mixture of native toxin (one LDS0 value) and two
differcnt volumes (E is 160 4], and F is 80 1) of sera obtained from mice preimmunized
with f<chimeric peptide1.57.

Finally, another approach has been foliowed to study relevant antigenic deter-
minants in the structure of scorpion toxins, by means of the use of monoclonal antibodies.

Figure 8 shows displacement curves of a monoclonal antibody (BNTX-16,
produced by P. Hérion, G. Gurrola, R. Saavedra, R, Sdnchez, F Zamudio and L. Possani,
unpublished) performed through ELISA assays, using native Noxiustoxin and several
synthetic peptides containing amino acid sequences of NTX, The pentapeptide (NTX35-
39) is not capable of displacing the binding of native NTX, while synthetic hexapeptide
NTX1-6 and the disconlinuous peptide NTX10 sre capable of displacing almost entirelly
the binding of native toxin to the monoclonal antibody. The discontinuous peptide is more
efficient than the linearly continuous peptides. This type of experiments is useful for
determination of possible epitopes in the antigenic molecuies, specially if complemented
with neulralization experimcnts as shown in Table 2. This table reports the results of
mmng taxin I1.9.2.2 with various distinct monoclonal antibodies (23) and mjcclmg into
mice. Toxin alone injected to § mice at a dose of 10 LD50 kills all mice within 20 min. The
same happens when 10 LD50 doses of toxin are premixed with a non related monoclonal
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antibody (BTX-16). However, one of the monoclonal antibodies against toxin 11-9.2.2
(BCF2)was capable of prolonging the life of 3 animals for approximately three days (60hr)
and actually 2 out of 5 animals survived several weeks (they did not died by scorpion toxin
action). If an LD50 dose is used, the 5 animals survive the injection. Other monoclonal
antibodies (BCF1, BCF3, BCF7 to 9) prolonged the survival from 15 to 20 hr (data not
shown), but all mice eventually died, when injected with an excess of 10 LD50 values of
toxin preincubated with purified antibodies (10 fold excess antibody over the molar ratio
of toxin). These data were interpreted as follows: only one of the six distinct monoclonal
- antibodies obtained (23) was able to produce neutralizing antibodies against taxinIl-9.2.2.

“% Displocemant

log [Peptides)

Figurc 8. Displacement Curves of Monoclonal Antibody BNTX 16 with Synthetic Peplides.
Native Noxiustoxin attached to the BLISA plate is capable of binding monocional
antibody BXTX16. The binding of BNTX16 is displaced by addition of excess frec NTX,
as indicated by open circles, but is not displaced by synthetic NTX35-39 (open triangles).
Two synthetic peptides: NTX1-6 (closed cicles) and a discontinuos peptide H10 (open
squarcs) arc capable of compiting with native toxin for the binding to the monocional
antibody. Rabbit anti-mousc immunoglobulines attached with peroxidase were used to
develop the ELISA color on the plates.

Table 2. "Invivo" Neutralization Assay with Monoclonal Antibodies Antistoxin C. noxius 11.9.2.2.

Mixture injected Mice Survival Time of Survival
(toxin + antibody) (alive/iotal) (mean value hours)
Toxin alone 0/5 13

Toxin + BNTX16 0/5 13

Toxin + BCF189 0/5 60

Toxin + BCFS 0/5 15

Toxin + BCF2 s’ 60

Toxin + BCF2 5i5" | Indefinite

Quantitics of toxin equivalent to ten LS50 values were mixed with antibodies at molar ratio 1:10
(toxin:anti-body), incubated at room temperature for 1 hr, before intraperitoneal injeclion in 5
mice each experiment;  Two mice survived more than 3 weeks, in good health;  In this
experiment toxin equivalent to one LD50 value was mixed with the monoclonal BCF2.
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This antibody (BCF2) is now been cxamined against a variety of synthetic peptides
to determine a plausible epitope, capable of displacing the binding of the monocional
antibody to the parent toxin. It is expected that a similar result as the one obtained in Figure
8 might be found. In this event, a new synthetic peptide will be designed with the expectancy
of obtaining a possible antigen to be used as a vaccine against toxin I1-9.2.2 from C. nauus.
This leads to another problem, since scorpion venoms are composed dy families of related
toxic peptides and it is important to synthesize a peptide that could protect against all the
taxins. Figure 9 shows displacement experiments were a monoclonal antibody (BCF8) was
- similarly displaced by a variety of different toxins from C. naxius venom and by a toxin from
another scorpion species C, impidus tecomanus. Analysis of the primary structure of these
toxins has provided evidence for conservative regions of the primary structure of the toxins
assayed (23). Thus, using this approach relevant information can be obtained, that may
turn out to be important in designing new drugs (synthetic vaccines).

A492(9G)

L |
0.03 03 3 30

Toxin Concentration (mg/L)

Figurc 9. Displacement Experiments with Monoclonal Antibody BCF8. Toxin 11-9.2.2 attached
to ELISA plates are recognized by the monoclonal antibody BCFS. The binding of this
monoclonal is displaced by addition of free native toxin (open circles) at the concentra-
tions indicated., Toxin I1-14 (triangles pointing upward) from the same scorpion C. noxius
is as potent as toxin 11.9.2.2 in displacing the binding of monoclonal BCFB to the plates.
Similarly two other toxins: 11-10 frem C. noxius (closed circles) and toxin 1 from C.
limpidus tecomanus (triangles pointing downward) are very effective competitors, Rabbit
anti-mouse immunoglobulines labeled with peroxidase were used as second antibodies.
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SUMMARY

"This comunication reports experiments utilizing o serics of synthetic peptides, which
corresponds 1o the amino acid sequencees of fragments of the primary structure of sodium
and potassium channel blocking peptides, purified from scorpion venoms. Among these
synthetically obtained fragments, some are toxic "per suc” und eventually could be used as
new drugs for studying ion channel of excitable membrines, such as the nonapeptide
N'TX1.9. Others are not toxie, but are immunaogenic. Larger synthetic peptides, like
N'IX1-39 und beta-chimeric peptidel-57 arc probably better candidales to be used in
immunization protocols. In summary, our work documents # number of potentially
vatuable experimentit approaches for the development of new pharmaccuticiil drugs,
namcly: the use of monocional antibodies oblained against native Loxins, displicement
experiments with synthetic peptides contiining amino acid sequences identicil or similiar
to that of natural toxing, neutraliztion experiments followed by "in vivo" challenges, and
finally, dircet tethality tests in conjunction with clectropohysiological recordings.
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CAPITULO NUMERO 44

" PROTECCION CONTRA
EL ALACRANISMO

LOURIVAL D. POSSANI
EMMA S. A. CALDERON
TIMOTEO P OLAMENDI
MANUEL DEHESA DAVILA
GEORGINA B. GURROLA

En este capitulo se revisardn algunos aspectos
del problema del alacranismo en México. Se
discutirdn algunos datos obtenidos conuna vacuna
experimental animal, para la cual el antfgeno fue
generado por polimerizacién de extractos solubles
degldndulas venenosas de alacranes mexicanos. Se
daré énfasis a la discusi6n de los procedimientos y
datos bioquimicos méds importantes obtenidosenel
fraccionamiento del veneno soluble extrafdo por
estimulacién eléctricadetelsonsdealacranes vivos.
También se mencionardn algunas propiedades
inmunolégicas delosextractos delasglindulas, del
veneno soluble, de sus fracciones cromatograficas
y de sus polipéptidos altamente purificados.
Finalmente, se presentardn datos de ratones
inmunizados con péptidos sintéticos, disefados
conbasealasecuencladeaminodcidos de lastoxinas
de alacranes.

Las perspectivas futuras de este trabajo se
enfocan ala determinacién de epitopos protectores
de las toxinas del veneno y a la clonacién y
modificacién por ingenierfa genética de genes que
codifican para estos péptidos téxicos.

No obstante el vasto trabajo experimental
realizado, todavia no existe una vacuna disponible
contra los efectos neurotéxicos del veneno de
alacrdn.

Desde el punto de vista médico, el problema del
envenenamiento por piquete de alacrén DEBE SER
TRATADO MEDIANTE EL USO DEL SUERO
ANTIALACRAN, tinica medicina de elecci6n para
el tratamiento los casos severos de accidentes con
estos arfcnidos.

ASPECTOS CLINICOS

El alacranismoes un problema de salud piiblica
originado por la picadura de alacranes venenosos.
Afecta a grandes nicleos de poblacién, tantoen el

" medio rural como en el urbano, y da lugar a altas

tasasanualesde morbilidad. Se estima queenMéxico
por lo menos 200,000 personas son picadas
anualmente por estos ardcnidos, ocasionando cerca
de 700 a 800 muertes (1,2).

Histdéricamente se consideraba que las zonas de
mayor riesgoeran la ciudad de Durangoy el estado
de Colima. Sin embargo, la magnitud de este
fenémeno abarca una gran extension de nuestro
pais. Enla figura # 1, se sitia de forma esquemdtica
ladistribucién geogrificadelasespecies peligrosas
de alacranes mexicanos.

El Centruroides suffusus suffusus se localiza en
Durango, noroeste de Zacatecas y este de Sinaloa;
Centruroides noxius se encuentra en Nayarit, sureste
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deSinaloay noroeste deJalisco; Centruroides limpidus
limpidus abarca Morelos, suroeste del estado de
México, sureste de Michoac4n, sureste de Puebla,
norte y sur de Guerrero. En Colima, suroeste de
Jaliscoy de Michoacdn habita el Centruroides limpidus
tecomanus; mientras que en el oeste de Jalisco, areas
costeras de Nayarit, Guerrero y Oaxaca se ubica el
Centruroides elegans. El Centruroides infamatus
infamatus se distribuye enel suroestede Guanajuato,
noreste de Jalisco, sur de Aguascalientes, centro y
norte de Michoacdn y, finalmente, Centruroides
sculpturatusy Centruroides pallidiceps seencuentran
en la parte central de Sonora.

Como veremos, el problema médico es causado
por proteinas de bajo peso molecular del venenode
ciertosalacranes. De las 134 variedades de especies
mexicanas(3), menos de una decena causan
problemas de salud en humanos (Figura #1). Los
polipéptidos toxicos, o toxinas como simplemente
se les llaman, son moléculas especie especificas,
esto es, todos los alacranes prod ucen componentes
toxicos en susgldndulas pero séloalgunas causan
un efecto notable en el hombre (4). La mayoria de
esas toxinas afectan a invertebrados, artr6podos y
sus larvas (crusticeos, chapulines, cucarachas,
moscas, araflas, etc) con los que el alacrdn
generalmente se alimenta.

Figura# 1
Distribucion geogréfica de alacranes peligrosos de la Repiblica Mexicana
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y
ANTIGENICAS DE LOS AGENTES

En México, Centruroides es el tinico género de
alacrédn venenoso, pertenece a la familia Buthidae
(5,6). Los estudios taxonémicos y biogeogréficos
mascompletos sobrelosalacranes mexicanos fueron
realizados en la década de los afios treinta,
principalmente por el grupode Hoffmann (3,5,7,8).
Destaca también en ese perfodo la aportacion de
Rufz Castaileda (9) enlacreacién y elaboracién del
antisueropolivalente contra el envenenamiento por
picaduradealacrdn. Igualmente las contribuciones
realizadas por Diaz Néjera (10,11), Mazzoti y Bravo-
Becherelle y Del Pozo y col (12-18) han sido muy
importantes para abordar este grave problema de
salud. Si bien el agente causal de la enfermedad es
ampliamente conocido(alacrdn), todavia hay mucho
que haceren términos de investigacion bésica para
caracterizar las toxinas del venenoy determinar las
propiedades antigénicas especificas, que a su vez
permitirian el desarrollo de una vacuna,

En nuestro laboratorio hemos podido obtener el
veneno de las especies de alacranes peligrosos de
México y empezamos la tarea del aislamiento y de
la caracterizacdn qufmica y funcional de los
péptidos toxicos (4). El primer trabajo realizado, en
colaboracién conpersonal del InstitutoNacional de
Higiene, fue una vacuna experimental animal (19).
Se prepar6 un extracto soluble de glindulas
maceradas de alacranes, siguiendo los protocolos
del Instituto para elaborar los inéculos con los que
produce el suero antialacrdnico en caballos. Este
extracto fue separado por cromatografia de filtracién
molecular en Sephadex G-50, produciendo cuatro
subfracciones, de las cuales la fraccién 1] es la que
contiene el(los) principio(s) téxico(s). Esta fraccién
sedestoxific6 por polimerizaciénconglutaraldehido
26 mM, Su efecto fue probado en ratones y se usé
para inmunizar a conejos. Los estudios posteriores
conducidosen ratonescon los sueros hiperinmunes
de conejos, indicaron que era posible utilizar esta
vacuna experimental para protegera estosanimales
en contra del veneno de alacranes (19).

No obstante, dos problemas importantes
surgieron en este estudio; por un lado se demostré
que el extracto de gldndulas venenosas contiene
una grancantidad de protefnas y otros componentes
(fracciones I, Il y IV de Sephadex G-50) quedistraen
la respuesta inmune, y por otro se encontr$ que
paralaproducciénde una vacuna humanaceficiente,
se requeririan cantidades muy grandes de telsons
de alacranes,los cuales son casi imposibles de
conseguir. Se calcul6 que solamente para el atode
1981 se deberfan produdir cerca de 11 millones de

dosis de vacuna para proteger toda la poblacién en
riesgo (nifos menores de 10 afios de edad que
habitan en los 11 estados de la Repiiblica mds
afectados por el alacranismo), (Lopez-Acufia D,
comunicacién personal). Otra necesidad del
proyecto requerfa verificar si el veneno puro,
extraido por estimulacidn eléctrica de telsons de
ejemplares vivos, pudiera constitufr un mejor
inmunégeno para la obtencién de la vacuna.
Finalmente, el uso de fracciones puras o de toxinas
altamente homogéneas probablemente sentarfalas
bases para el disefio de una vacuna sintética, que se
podria obtener en grandes cantidades y con mejor
control de calidad. Algunos de los resultados
obtenidos en este sentidosediscutirdnenlosincisos
finales de este capftulo. Desde entonces nos hemos
dedicadoa la tarea deaislar y caracterizarlas toxinas
del veneno de alacranes mexicanos (4,19-31). Se
aislaron mds de 25 toxinas hasta su homogeneidad
y para la mayorfa determinamos su estructura
primaria. También se estudi6 su efecto molecular
deaccién como bloqueadoresde canalesiénicosde
tefidos excitables (32-34).

Hemos descrito la existencia de tres familias
distintas de péptidos toéxicos: 1) cadenas
polipeptidicas cortas, especfficos para canales de
potasio; 2) cadenas medianas, especificas para
canales de sodio, y 3) cadenas largas, téxicas para
insectos y crustidceos.

La estrategia de investigacién fue propuesta
para responder preguntas como estas: ;Cudntas
protefnas t6xicas diferentes existen en el venenode
los alacranes peligrosos de México?; ;Cudles son
los epftopos relevantes para la respuesta inmune
protectora?; ;Los sitios activos de los polipéptidos
son diferentes de los epftopos protectores?;
(Podemos sintetizar fragmentos de las secuencias
de la toxinas que funcionen como ble vacuna?;
(Podemos utilizar técnicas de la biologfa molecular
para clonary modificarlos genes que codifican para

" las toxinas, a fin de obtener una mejor vacuna

experimental?,

Las respuestas a estas preguntas sin duda
ayudardna la caracterizaciénbiolégica y antigénica
del agente causal del alacranismo en México.

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS Y CLINICOS

A fin de ilustrar el alcance del problema del
alacranismo, mencionamosalgunos datos epidemio-
16gicos. Variosreportesanteriores relatandatosdel
alacranismoen la Reptiblica Mexicana(2,3,5,7 8,12-
14,35). En este capftulo incluiremos algunos datos
no publicados que compilamos para ejemplificarla
actualidad y la magnitud del problema.
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Estos datos noincluyen todosloscasos ocurridos -

enlos tres Estados mencionados, ya que gran parte
de los afectados no recurren a la asistencia médica.
Sélo se muestran cifras de pacientes envenenados.

En Jos cuadros # 1 y 2 se resumen los casos
acontecidos en los tltimos aflos en Guanajuato,
Nayarity Morelos. En primer plano estdn los datos

delaciudad de Ledn, Guanajuato(Cuadro # 1),segin

losregistros dela CruzRoja Mexicanay del Instituto

Enelcuadro ¥ 2 siguen los pacientesregistrados
en Nayarit y Morelos, por parte de la Secretarfa de
Salud; para Nayarit en el afio de 1988 se incluyen
también los que fueron atendidos por el IMSS,

La tasa promedio anual de morbilidad en el
periodo 1981-1986 de la ciudad de Ledn fue de 90.4
x 10,000 habitantes. La mayoria de los accidentes
sucedieron en menores de 30 aftos de edad (35),
siendo los nifios el grupo més afectado.

Mexicano del Seguro Social (IMSS).
Cuadro # 1
Casos de envenenamiento en Ladn, Guanajuato, 1981-1986
Anos 1981 1982 1983 1984 1985 1986 TOTAL
Cruz Roja 5733 6678 6170 6,681 6,158 6,648 36,068
IMSS 916 1,366 1,172 1,274 1,140 1,341 7,182
Total 6640 8044 7342 7928 7289 7980 42,250
Defunclones 0 1 1 5 1 1 9
Cuadro #2
Paclentes picados por alacrdn en los estados de Nayarit y Morslos, 1983-1988
ARO I Eiadode Naya?itAscéftado do Morelos | DEFUNCIONES
1983 1,759 . 18
1984 1,068 1,564 21
1985 1,063 2,641 7
1986 1,208 3,042 6
1867 1,510 3,775 1
1988 1,109 3,661 6
1,814° . .
TOTAL 7,770 16,442 57

FUENTES: Informe Semanal de Enfermedades Transmisibies y No
Tranamialbles, Secretaria de Salud, Tepic, Ney.

Direccién de Cortrol de Enfermedacet Tranamisibles por Vector ¥
Zoonosls, Secretaria de Salud, Cuemavacs, Mor,

‘induye datos de e Jeliura Delegacinal de Servidos Médicos,
Delegacén Regional IMSS, Nayarit
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El alacrdn pica cuando es agredido, es decir se

trata de un mecanismo de defensa. Los accidentes
ocurren cuando se camina descalzoy se le pisa o al
levantar piedras sin fijarse primero que es lo que
hay debajo. Varias especies de alacranes peligrosos
cohabitan con los humanos. La mayorfa de los
accidentes suceden en la casa y es frecuente que los
alacranes caigan del techo sobre las personas que
estin dormidas y al moverse durante el sueilo
aplastan al animal y as{es como son picadas. Enlas
zonas endémicas, es recomendable revisar
constantemente aquellos lugares que tengan
agujeros, buscardebajodelos muebles y no olvidar
sacudir los zapatos y la ropa antes de usarlos.

En primavera y verano, los alacranes tienen su
periododereproducciényeslaépocadondesuelen
alimentarse més, por elloen este tiempoes mds ficil
su encuentroconel ser humano, Duranteel periodo
de lluvias, los alacranes suben 4rboles, cercas de
potrerosoinvadenlashabitaciones para protegerse
del agua. Por esto, en algunas regiones la época de
lluviascoincideconel mayor mimerode accidentes.

En los meses de otoilo e invierno el alacrédn se
abriga en grietas y huecos dela tierra y esto explica
su menor apariciéon. Se han correlacionado ciertos
factores arquitecténicos con la proliferacién de los
alacranes. Entre ellos estin los techo o paredes de
vara, paja, palma o cartdn, paredes con tabique sin
aplanado. Mazzoti (13) observé que los alacranes
no pueden trepar superficies lisas, al contrario de
las cucarachas. Las medidas para proteger las casas
son: cubrir de azulejo oldmina las partesbajas dela
casa; aplicar pintura de aceite en postes de acceso.
Al introducir objetos que han permanecido largo
tiempoafuera, revisarlosantes; tener patios y solares
_limpios que circunden la casa. Los techos de las
casas se deben proteger con malla o telas de gasa,
para que los alacranes que caminan por el techo, si
caen, o sea sobre las personas. Las cunas de los
niflos hay que cubrirlas con tela de gasa y las patas
de las camas con material liso. Las camas no deben
de estar pegadas a las paredes.

Propiamente estos artr6podos no tienen
enemigos naturales. Mazzoti (13) probd que los
alacranes han desarrollado cierta resistencia a los
insecticidas que se pueden usar en las habitaciones
humanas. Esta experiencia es valiosa y debe de
tomarse en cuenta para futuras acciones.

Factores de riesgo

De Hoffmann (8), tomamos los siguientes factores
a considerar en la picadura por alacrédn, los cuales
hemos modificado con el fin de establecer que el
gradode envenenamiento dependerd delosfactores
atribuibles tanto al alacrdn como al huésped.

De estadistincion defactores podremosorientar
la atencién del paciente envenenado (36).

Son factores de riesgo por parte del artrépodo::

1). El grado de poder tdxico del veneno, quees
distinto en las diferentes especies.

2). La cantidad efectiva de toxina inyectada en
uno o en varios piquetes y que depende de:

a) volumen de la glindula y
b) estadofisiolégico de la misma al momento
de la picadura.

Los factores de riesgo para el huésped son:

1). Baja talla y peso de la victima.

2). Condiciones de salud al momento de la
picadura.

3). Tiempo que transcurre entreel accidentey la
aparicién de sintomas generales.

4). Tiempo que transcurre entre el accidenteyeel
inicio de la atenciéon médica.

5). Sitio corporal de la picadura; de este viltimo
factor queda la duda sobre si el sitiode la picadura
influye en la gravedad del caso.

Cuadro clfnico y clasificacién

En México, el cuadro clfnico es similar para
todas las especles, sin embargo la gravedad del
envenenamientodependerddelosfactoresderiesgo
antes mencionados. El veneno puede iniciar sus
efectos en breves minutos 0 hasta un lapso de 2
horas. S| después de este tiempo no hay
sintomatologfa, lomédsprobable esqueelalacrédnno
inyectd veneno o pertenence a una especie no
peligrosa para el hombre.

Hemos propuesto una clasificacion clfnica (35}
que divide la sintomatologfa en manifestaciones
locales y generales y que es til con fines de
tratamiento y pronéstico de acuerdo a los factores
mencionados.

I: Manifestaciones locales:

1). Dolor local.

2). Enrojecimiento.

3). Inflamacién.

4). Hormigueo.

5). Prurito.

6). Adormecimiento regional.

IT: Manifestacionesgenerales (nonecesariamente
se presentan en el orden seflalado):

1). Inquietud, convulsiones ténice-clénicas,
ataxia, fiebre, somnolencia, diaforesis, coma.

2). Lagrimeo, nistagmus.

3). Estornudos, cosquilleo nasal (médsfrecuen-
te en nifios menores de 2 aflos), rinorrea.

4), Slalorrea, disfagia (es frecuente que la
disfagia se refiera comouna sensacién de cabellos
atorados en la garganta), estridor larfngeo,
disfonfa, tos.
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5). Hipersecrecién bronquial, estertores

roncantes.

6). Disnca, edema pulmonar, insuficiencia
cardiaca, choque.

7). Taquicardia, bradicardia.

8). Hipertension o hipotensién arterial.

9). Ndusea, vOémito, distensién abdominal.

Complicaciones

Se handescrito complicaciones clfnicasqueestin
0 pueden estar asociadas al envenenamiento por
picadura de alacrin. Primordialmente se deben
verificar los efectos clinicos directos debido al
veneno, pero eventualmente pueden ocurrir
problemas debido al tratamiento aplicado. Entre
los que se presentan en un lapso de horas estén la
insuficienciarespiratoriayla insuficlencia cardfaca.
En los nifios, la primera predomina sobre otras
manifestaciones; cursa con disnea, inquietud,
taquipnea, tiros intercostales y diafragmdticos y
aumento en las secreciones bronquiales. No hemos
observado cianosis, pero tampoco se han
determinado gases arterlales en estas condiciones.
La terapéutica en estos casos consiste en 1)
tratamiento especifico neutralizando la acci6n del
veneno con suero inmune antialacran; 2) cuidados
de apoyo respiratorio dirigidos a conservar un
intercambio adecuado de gases y 3) medidas
generales de atencion.

La insuficiencia cardfaca es de predominio
izquierdodondeel sintoma cardinal esladisnea.La
hipertension es una de las causas de insuficiencia
cardiaca congestiva y pudiera haber miocarditis, la
cual es una de las causas mis comunes de edema
pulmonar. Se desconocesila alteracion primaria es
en corazdn o en los pulmones. El tratarniento de
estas complicaciones corresponde al segundo y
tercer nivel de atencidn, por lo cual no se comenta
en este capftulo.

El dolor local o regional en la zona del piquete
estd dado por la accién del veneno sobre las
terminales nerviosas; ocasionan neuritis y
parestesias que desaparecen entre una a dos
semanas. En general no son incapacitantes y las
vitaminasdel complejo Bayudanaacortar el iempo;

VACUNAS DISPONIBLES

Como mencionamos en la introduccién de este
capftulo, hasta este momento no existe una vacuna
disponible para humancs. Los casos de accidentes
pueden y/o deben ser tratados con suero
antialacrdnico, dependiendo de la severidad del
caso y deacuerdoa los criterios que sedescribenen
el inciso siguiente. '

SUERO ANTIALACRAN

En Méxicoseencuentran disponibles dos sueros
heterélogos inmunes contra el veneno de alacardn.
El Suero Antialacrdin® (SA) es producido en
México por la Gerencia General de Biolégicos y
Reactivos dela Secretaria de Salud. Es elaboradoen
caballosque se inmunizan conextractos solublesde
glandulas maceradas de C. limpidus limpidus,
C.noxius y C. suffusus suffusus. Debidoa la homologfa
entreloscomponentesde los venenos delasespecies
de Centruroides,el antisuero generadoconantigenos
de las tres mencionadas protege accidentes
ocasionado por cualquiera de las especies de
alacranes peligrosas de México. El suero de caballo
inmuneessometidoa un procesode fraccionamiento
las inmunoglobulinas se digieren
enzimdticamente, con lo cual se logra disminuir la
posibilidad de reacciones alérgicas. Esta forma de
inmunidad pasiva es elinicotratamientoespecifico
que existe para neutralizar el efecto del veneno.
También en México, los Laboratorios Dr. Zapata
S.A. preparan un suero llamado Antialacrén-DL®
comunmente usado para los casos de accidentes
con estos ardcnidos.

Indicaciones y esquemas de aplicacién

La aplicacién del suero antalacrdnico va a
depender de los factores de riesgo ya mencionados
pero en principlo, todo paciente debe mantenerse
bajo vigilancia médica.

El tratamiento médico puede dividirse en dos:

1) En pacientes que tienen manifestaciones
locales (ver clasificacién) se deben administrar
analgésicos-antipiréticos del tipo del dcido acetil
salicilico o dipirona, antihistamfnicos, como la
clorfeniramina odifenhidramina, antiinflamatorios
y realizar profilaxis contra el tétanos.

2) Paralos pacientes que sufrenmanifestaciones
generales (ver clasificacién) ademds de lo anterior,
hay que instaurarel esquemade tratamientoa base
de Suero Antialacrdn (SA), o Antilacrdn-DL, tal
como se describird a continuacién,

El suero debe aplicarse lo mds rdpidamente
posible en presencia de envenenamiento. La via a
utilizar preferencialmente es la endovenosa. La
razén de ello es la rapidez con la que achia el
medicamento neutralizandoel veneno. También se
puede utilizar la via intramuscular, pero la absorcién
del suero es lenta y puede dar lugar a que el
veneno actie. Es aconsejable la aplicacién
simultdinea de un antihistamfnico. Los sueros
antialacrdnicos disponibles en el mercado estdn
liofilizados y se deben reconstitufr con 5 mL de
agua inyectable.
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La dosis que se administra es variable y

dependerd de la gravedad del envenenamiento. Se
inicia con la aplicacién de un frasco dmpula. Si al
cabo de 60 minutos no hay una disminucién de la
sintomatologfa, se aplica otra 4mpula intravenosa.
En general, son suficientes dos dmpulas, pero
pudiera haber casos en que se requicra mis
antisuero. Se debe de vigilary hacer el seguimiento
del estado hidroelectrolitico, respiratorio,
hemodindmico y neurolégico (35,37-39). Recuerde,
el suero antialacrdn debe usarse en presencia
de datos de envenenamiento. Hay datos recientes
obtenidos por nuestro grupo en el laboratorio con
animales experimentales, que sugieren que estd
contraindicado aplicar una sobredosis de suero.

Para el piquete de alacrdn se han utilizado otros
medicamentos como atropina, ncostigmina y
esteroides, sin embargo no se ha probado su valor
y pudiera incluso ser riesgoso su empleo. No
obstante, la atropina puede llegar a usarse en el
tratamiento de posibles complicaciones que
acompailan el cuadro clfnico del envenenamiento.

La limitante mds clara del uso del suero
antialacrdnico es la posibilidad de reacciones
secundarias, debido a que el suero es de equinos.
Lasreaccionesadversas se han logrado casi abolir si
el suero es mezclado con un antihistaminico del
tipo de 1a clorfeniramina (2,35).

Reacciones alérgicas

Los trastornos alérgicos o por hipersensibilidad
se presentan en forma de reacciones sistémicas
generalizadas. El antisuero puedellegar aocasionar
un cuadro deesta naturaleza que se manifiesta por:
aprension, parestesias, urticaria generalizada,
sibilancias, tos, incontinencia, choque, ficbre,
dilatacién pupilar, pérdida del conocimiento y
convulsiones. Es un cuadro muy grave que puede
conducir a la muerte del paciente en el transcurso
de 5 minutos.

Eltratamientodel choque consisteenadministrar
adrenalina subcutdnea en dosis de 0.5 mL a 1 mL
de solucién 1:1000, que se repite en 5 a 10 minutos
y posteriormente segin se requiera. La
hidrocortisona (100 a 250 mg) inyectada
intravenosamente después de la adrenalina puede
evitar reacciones prolongadas. Durante este proceso,
es esencial mantener las vias aereas permeables y
administrar soluciones intravenosas para tratar la
hipotensién.

Si comparamos la sintomatologia de las
reacciones alérgicas al antisuero con la del
envencnamiento se observa cierta similitud. No
deben de confundirse y atribuirsele al antisuero lo
que son manifestaciones de envenenamiento.

Enfermedad del suero

La "enfermedad del suero” es una reaccién
alérgica sistémica que puedeocurrirenel transcurso
deunaa dossemanasdespuésde laadministracion
de cualquier suero extrafio o medicamento. Esta
enfermedad se debe principalmente a complejos
antfgeno-anticuerpo circulantes inducidos por el
agente agresor.

Se caracteriza por ficbre, malestar general,
urticaria, linfadenopatfa, artralgias o artritis,
nduseas, vomito y dolor abdominal. Rara vez hay
neuropatia. La glomerulonefritis con proteinuria y
ladisminucién dela funcién renal pueden aparecer
alfinal dela segunda semana, El dcidoacetil salicilico
reduce el dolor articular. Los antihistaminicos
alivian la urticaria. En algunos pacientes hay que
utilizar corticosteroides del tipo de la prednisona.

IMPACTO EPIDEMIOLOGICO DEL
USO DEL SUERO ANTIALACRAN

No resta la menor duda que el suero inmune
antialacrdén ha sido un importante recurso
terapéutico, sobre todo en los casos clinicos que
justifican su uso. En México, la experiencia de
nuestro grupo enelusodel suerodecaballoantiala-
crdn, es altamente satisfactorio de acuerdo a los
criterios descritosanteriormente (35). Los pacientes
debidamente tratados se recuperan en lapsos de 30
minutos a algunas horas.

Con relacién a las posibles complicaciones
clinicas por uso del suero, en un estudio en el cual
se aplicaron 20000 dosis de SA intravenoso
mezclado con unantihistaminico (clorfeniramina),
no seobservé un solocasode fenomeno alérgico. De
esta forma, podemos afirmar que es injustificada la
inseguridad de algunos médicosenaplicar el suero
en los casos de sintomatologfa que lo ameriten.
Cabe notar, sin embargo, que los pacientes a los
cuales se aplic el suero no fueron seguidos

" posteriormenteen cuantoal posible desarrollodela

enfermedad del suero.

Por otro lado no queda la menor duda que el
fndice de mortalidad en la Repiblica Mexicana
serfa mucho més elevado si no existiera el suero
antialacrdnico. También es probable que los casos
de muerte registrados (Cuadros # 1 y 2) son por
falta o por aplicacién tardfa del suero, en casos que
justificaban aplicacién inmediata.

En pafses Latinoamericanos como el Brasil, se
prepara y se aplica exitosamente el suero equino
antiveneno de alacrdn (4041). De misma forma, en
pafses del norte de Africa, se utiliza el suero anti-
alacrédnico contra la picadura deespeciesendémicas
peligrosas (42,43).

559



Vacunas, clencia y salud

VACUNAS EN DESARROLLO

Como mencionamos anteriormente, el veneno
delosalacranes peligrosos para el hombre contiene
familias de péptidos téxicos. De &stas, la familia de
péptidos que bloquean canales de sodio de
membranas excitables es la mis importante desde
el punto de vista de su concentracién en el veneno,
y por su potencia (LD50 en ratones). Estas toxinas
estan constituidas por 60 a 70 aminodcidos,
altamente empacadosy estabilizados por 4 puentes
dedisulfuro. Laestructura de estos pétidosesestable
y después de someterlosa ebullicién por 5minutos,
contindansiendo téxicos. Un ejemploeslatoxina I1-
9.2.2 del veneno del alacrdn de Nayarit (C. noxius),
cuya concentracion relativa en el veneno es del
orden de 6 % del total y cuya LD50 en ratones es 0.5
ug por 20 gramos de peso corporal (25,44).

La otrafamilia de péptidos téxicos para humanos
estd constitufda por polipéptidos cortos, con 39
residuosdeaminodcidos, estabilizados por 3 puentes
de disulfuro, cuya funcién estd relacionada con el
bloqueo de canales de potasio (26,32), El ejemplo
estudiado es la noxiustoxina, del mismoalacrén de
Nayarit. Su importancia médica es menor que la II-
9.2.2, por dos razones: primero la concentracién en
la cual aparece en el veneno es del orden de
solamente.3a 0.4 % y la LDS0en ratones es mayor,
esto es, se necesita mas péptido para matar la mitad
de la poblacién de ratones -del orden de 30 pg por
20 gramos de peso corporal- (45). Estos datos
bioqufmicosindicanque es mdsimportante obtener
una vacuna en contra de las toxinas que actian
sobre canalesde sodio quelas de potasio. En nuestro
laboratorio para continuar con el trabajo del disefio
de un vacuna sintética anti-veneno de alacrén,
tomamos como modelo la toxina 11-9.2.2 y la
noxiustoxina (NTX).

Un requisito indispensable para aspirar a la
preparacién de una vacuna especifica es definir
el(los) componente(s) minimo(s) necesario{s) que
induzca(n) una respuesta inmune protectora. En
este sentido la primera pregunta a responder fue si
un componente tinico y homogéneo representante
de las toxinas de canales de sodio y responsable de
la letalidad del veneno, como por ejemplo la toxina
[1-9.2.2, es capaz de inducir anticuerpos
neutralizantes para el veneno total y ¢cémo se
compara esta capacidad con el macerado de telson
(antfgenoutilizado parala preparacién delos sueros
equinosantialacrénicos), Tambiénincluimoseneste
estudioel veneno soluble obtenido por estimulacién
eléctrica de alacranes vivos y la fracciéon 11 de la
columna de Sephadex G-50, que contiene todos los
componentes t6xicos para mamfferos.

Para estos experimentos s¢ inmunizaron lotes
deratas Wistar hembrascon losdiferentesantigenos.
Como conocemos la concentracidn relativade lall-
9.2.2 en cada estadio de la purificacién (inclusive
para el veneno total), para la inmunizacién de los
animales se tormaron cantidades equivalentes de
toxina I1-9.2.2 de muestras de veneno de glandulas
maceradas, de veneno soluble, de fraccién Hydela
propia toxina 11-9.2.2 homogenca. Se realizaron tres
inoculaciones con cada antigeno (cantidades
equivalentesdeIl-9.2.2)conintervalosde15dfasen
lotes distintos de ratas. Se sangr6 la mitad de las
ratas de cada lote 9 dias después de la tercera
inmunizacién. El sucro obtenido se utilizd para
ensayos de probeccion pasiva par desaffo en terceros
ratones no inmunes. Los animales no sangrados se
usaron paracnsayosde desaffodirecto. Entodaslas
condicionesel desaffo sellevé a cabocon una LD, de
veneno total de C. noxius.

Los resultados se muestran en la figura # 2, en
donde se observa que la toxina I1-9.2.2 induce una
respuesta protectora adecuada contra el reto con
veneno total de C. noxius. Se logré una sobrevida
del 100 % en el desaffo directo de los animales
inmunizados conlasmezclas antigénicas(macerado,
venenosolubley fraccion Il del Sephadex G-50). En
los ensayos de desaffo a terceros fue completa la
capacidad neutralizante de todos los antisueros,
Los mejores titulos fueron obtenidos con el anti-
veneno total y la anti toxina 11-9.2.2. Este resultado
nos pareci6 razonable, ya que si no es la tinica
toxina, resulta que eslamdsabundantey tienegran.
homologfa estructural con el resto de las toxinas de
sodio, tantodel mismo veneno como delas presentes
en venenos de otros alacranes mexicanos (Figuras #
3y 4). La toxicidad remanente, esto es, la que noes
neutralizada, pudiera deberse a la accién de otras
toxinas como las del tipo para canales de potasio,
cuya estructura es muy distinta a las de sodio. Con
la NTX se tuvieron resultados semejantes (46).

Lassiguientes preguntas a resolver fueron si los
péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia
parcial de toxinas para canales de sodio y potasio,
generananlicuerposque reconocena latoxina nativa
y que si los anticuerpos monoclonales para una
toxina nativainterfieren con su actividad funcional,
Para responder estas preguntas se obtuvieron por
el método de sfntesis quimica en fase sélida de
Merrificld (47), una serie de fragmentos peptidicos
(Cuadro # 3) correspondientes a las dos toxinas
modelos (11-9.2.2y NTX).Enla figura # 4 semuestran
las similitudes de secuencia entre las diferentes
toxinasde alacranes quebloquean canalesde sodio,
asi comola secuenciadeunpéptido sintético "largo”
que se denominé péptido quimérico .
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: Figura #2
Neutrallzaclén In vivo e In vitro de veneno total de
C. noxlus con anticuerpos inducldos por antigencs

condiferentes grados de complefidsad. El desatio directo
se reallzd en lotes de ratas inmunizadas con concentraciones
equivalentas de toxina 11.9.2.2 en: macerado de telson, veneno
fotal, fracclon Il y toxing 11.9.2.2. Se inyectd intraperitonealments

“con una LD50 de veneno total de C. noxius ( 0.16 pg/g). El

desaflo en Yerceros se llevo a cabo Inyectando intraperito-
nealmente ratones CD1 con una LDS0 de veneno de C. noxius
(para esta cepa = 0.26 ug/g), preincubado con volumenes
craclentes de suero antl-macerado do telson, veneno total,
fraccién i 011.9.2.2. Las barras de rei enterceros corresponden
alamaxima neutralizacién alcanzada.Los resultados se repottan
como porcenta)e de sobrevida a las 24 horas posteriores alreto.

l | l
0.03 03 3 30
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Figura # 3
Reaccidén cruzada de otras toxinas con anticuerpo

monoclonal BCFB8. La unién del anticuerpo monoclonal
BCF8 (1.5 mg/L) alatoxina ll-8,2.2 se probd enla presencla de
dituciones seriadas de toxina 11-9.2.2 (clrculo ablerto), I{-10 de
C. noxius (circulo lieno), II-14 (tiéngulo ablerto) de C. noxius,
toxina 1de C. /. secomanus(trianguio invertido), Los anticuerpos
unidos se revelaron usando anticuerpos de conejo anti-ratén
conjugados & peroxidasa. La relacién entre la absorbancla a
492 nm en presancia de competidor y la absarbancla en su
ausancia se graficé contra la concentrackén de toxina, Los

resultados son el promedio de triplicados.

Rx bbbbb aaaanaaaaa bbbbb bbbbd

1 5 10 15 20 25 30 35 A0 45 50 55 60 65 70
Ts gama KEGYLMDH EGCKLSCFIR PSGYCGRECGIK K GSSGYCAW P ACYCYGLPNWVKVWDRAPNKC
Ts 111-~-8 KEGYAMDH EGCKFSCFIR PAGFCDGYCKTHLK ASSGYCAW P ACYCYGVPDHIKVWDYATNKC
- Ts IV-5 KDGYPVEYDN CAYICWNY DNAYCDWLCKDK K ADSGYCYWV H ILCYCYGLPDSEP(TGST) KC
Cssll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYA F ACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN
CsEv] KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYA F ACWCEGLPESTPTYPLPNKSC
CeEl KDGYLVEK TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYG F GCYCEGLPDSTQTWPLPNK CT
Clel KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYA F GCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCS
CnlIl-14 KDTYLVDA KGCKKNCYKLGKNDYCNRECKMKHRRGGSYGYCYG F GCYCEGLSDSTPTHPLTNKTC
Cnll-~9.2.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAF ACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS
P. BETA KEGYLMKKSDGC C NDYCLRECKQQGYKGAGGYC AG P AGCYC KLGDG VAG TK C

QUIMERICO GRGEG . Loon B
COMUN Y cC ¢ cC C c 9P % ¢c¢ C

Figura ¥ 4

Comparaciénde la estructura primaria de varias toxinas por el método de andlisis métrico, Se compararon

las siguientes secuenclas que corresponden a toxinas de canales de sodlo tipo

beta: toxinas gamma, |11-8 y V-5 de Tityus

serrulatus (Ts)(27,28); toxina || de Centruroldes 8. suffusus(Ces) (53); oxina V-3y | de C. sculpturatus Ewing (CsE) (54, 48);
koxina 1 de C, impidus tecomanus (CR) (55) y toxinas 1114 (27) y 11-9.2.2 (44) de C. noxius (Cn). La secuencia del péptido
quimérico P se anota en la parte nlerior de la figura. e fue disefiado de acuerdo al alineamiento de la secuencia de las toxinas.
Enla pare superior se muestranios resultados de difraccién de rayos X (48, 49) marcindose las secuencias formadoras de alfa
hélice y hoja beta plegada. En ia parte Inferior da las sacuenclas lambién se indican las aminoécidos comunes y la regién de
lu asa (loop) presente en las Wxinas.
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El disefio del péptido quméricop se basSenla
homologfa de la secuencia de diferentes toxinas
tipo B, respetdndose las secuencias comunes y las
regiones estructuradas como tiras f§ plegadas, a
hélice y estructura al azar de la toxina nativa. Esta
informacién seconocfa porlos estudios dedifraccion
de rayos-X de una toxina semejante a la 11-9.2.2
(48,49).Enlasregionesdealta similitud de secuencia
se introdujeron substituciones conservativas de
aminoécidos y en las de mayor heterogeneidad se
hicieron cambios no conservativos y/o
substituciones con glicina (Figura # 4).

De la misma forma se prepararon varios
anticuerpos monoclonales distintos, de los cuales
algunos son especfficos para la toxina 11-92.2 y
otros para la NTX (44). De esta dltima se sintetizaron
una serie de péptidos correspondientes a su
estructura primaria (45). El nonapéptido N-terminal
y el péptido sintético 1 a 20 mostraron tener un
efectobiolégico semejante a la toxina nativa, porlo
tanto, son todoo partedelsitioactivode esta toxina,
Asimismo, la regién carboxilo-terminal es
inmunogénica pero no presenta toxicidad (50).

En los experimentos de neutralizacién con la
toxina 1I-9.2.2 empleando seis anticuerpos
monoclonales, se encontré que uno de ellos era
neutralizante (44), Este resultado ha permitido
proyectar una estrategia que consisteendeterminar
cualesel epitopoque es reconocido porelanticuerpo
monoclonal neutralizante, Esta parte del proyecto
estd actualmente en proceso. También, en este
momento se conducen experimentos de cultivode
célulasin vitro con linfocitos y macréfagos a fin de
verificar si enla respuesta inmunolégica respectiva,
las toxinas son procesadasy si lo son, cuéles son los
péptidos finalmente involucrados en la generacién
de anticuerpos neutralizantes. Cuando se obtenga
esta informacion serd utilizada para la sintesis de
nuevos péptidos que a su vez servirin para
experimentos de proteccion inmunolégica.

Losresultados de los estudios recientes sobrela
posiblerelevancia funcional dediferentes péptidos
de longitudes muy variadas (Cuadro # 3),
sugierenqueel extremoaminoterminal delatoxina
estd en alguna forma involucrado en la actividad
funcional de la neurotoxina (45,51).

Cuadro #4
Secuencia de aminodclidos de pdptidos sintélicos
1 s 10 18 2
NTX 1-38 Tre-lle-le-Asn-Val-Lis-Cls-Tre-Ser-Pro-Lis-Gin-Cls-Ser-Lis-Pro-Cls-l.Is-Glu-Leu-
- 20 » 30
Tir-Gli-Ser-Ser-Ala-Gli-Ala-Lis-Cls-Met-Asn-Gli-Lis-Cle-Lis-Cls- Tir-Asn-Asn
1 ] 9
NTX1-9 Tro-llo-lle-Asn-Val-Lis-Cls-Tre-Ser
1 s 10 18 20
NTX1-20 Tro-llo-le-Asn-Val-Lis-Cks-Tre-Ser-Pro-Lis-Gin-Cis-Ser-Lis-Pro-Cis-Lis-Glu-Leu
0 % %
NTX 30-39 Met-Asn-Gli-Lis-Cis-LIs-Cls-Tir-Asn-Asn
1 5 10 14
11.9.2.2 (1-14) Lis-Glu-Gli-Tir-Leu-Val-Asp-Lis-Asn-Tre-Gll-Cis-Lls- Tk -
1 8 10 18 20
11.9.2.2 (1-27) Lis-Glu-GII-TIr-Leu-Val-Asp-Lis-Asn-Tre-Gll-Cls-LIs- Tir-Glu-Cls-Leu-Lis-Leu-Gli-
28 @
Asp-Asn-Asp-Tir-Cls-Leu-Arg

Ambas toxinas, NTX (noxiustoxina) y lall.9.2.2 provienen de Centruroides noxius
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Para probar los péptidos correspondientes al
extremo amino de la toxina 11-9.2.2, éstos fueron
acopladosauna protefnaacarreadora(tiroglobulina)
y utilizados para inmunizara grupos de ratonesde
la cepa CD1. Despuésdela cuartainmunizacién, los
ratones fueron sangrados y los sueros fueron
ensayados por ELISA para determinar el titulo de
anticuerposantipéptidoenel suero. Posteriormente
los sueros fueron evaluados porlamisma técnicade
ELISA contra la toxina nativa para evaluar la
reactividad cruzada delosanticuerpos antipéptido
hacia la toxina. Como podemos veren la figura # 5,
los sueros antipéptido 1-14 y 1-27 contienen
anticuerpos que reconocen a la toxina nativa,

0.3%
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0.3 V S.r.U“‘“ﬂ ""27
Qzs
0.2
o~
(0]
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0.1
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50 100 200 400 800 1600 3200
1/ dilucidn
Figura # 5

Titulacidn en ELISA de loe sueros antl-péptido 1-14,

1-27 contra la loxina nativa il-9.2.2. Se cubrieron placas
de polivinll con 3 pg/mi de toxina nativa 11-9.2.2, Se probaron
diluciones serladas de los sueros anil péptidos y los valores
graficadas correspondon a lecturas directas a 492 nm, a las
cuales 80 les ha restado el valor obtenido en los controles
negativos (suero normal),

Tratando de inducir mds eficientemente
anticuerpos capaces tanto de reconocer como de
neutralizar la toxina nativa, se utilizd el péptido
quimérico B (Figura # 4) que adicionalmente
evaluamos en su capacidad inductora en ausencia
de protefnaacarreadora. Unrequisito indispensable
para esperar una buena inducdén de anticuerpos
neutralizantes del efecto de la toxina, fue que este
péptido presentara actividad bioldgica de
bloqueador tipo P sobre canales de sodio sensibles
a voltaje. Esto fue probado electrofisioldgicamente
en un sistema de voltaje sostenido en células de
neuroblastoma N18 en donde se observé bloqueo

de la corriente de sodio semejante al obtenido en
preseicia de la toxina [1-9.2.2 (GE Kirsch, Baylor
College of Medicine, comunicacién personal). Sin
embargo el efecto observado con el péptido
quimérico P fue con una concentracién mil veces
mayor que con toxina nativa. Esto significa que es
unbuen candidato para ser utilizado comoantigeno.

Los experimentos de induccion de anticuerpos
se realizaron en ratones Balb/c hembras de 8
semanas de edad y en concjos albinos Nueva
Zelanda de 1.5 kg, inoculando 50 pg de péptido
quimérico(previamente purificadoen Sephadex G-
50), emulsificado en adyuvante de Freund para los
ratones y adsorbido sobre membranas de
nitrocelulosa (52) para el caso de conejos. Como
control delainduccion deanticuerpos neutralizantes
seinmunizaronanimalesconla toxinanativall.9.2.2
adsorbida a membrana de nitrocelulosa; en los
ratones Balb/cseusaron2.5 ng y7 pg enlosconejos
Nueva Zelanda. Para ambosantigenos serealizaron
tres inmunizaciones con intervalos de 15 dias con
aplicacionessubcutineas. Tantolossuerosderatdn
comode conejose obtuvieronalos9dias posteriores
a la segunda y tercera inmunizacién y fueron
utilizados para titular la reactividad tanto hacia el
péptido quimérico como hacia la toxina nativa.

En la figura # 6 sc presentan las curvas de
titulacion para los sueros de ratén contra la toxina
nativa [1-9.2.2. Se obtuvieron resultados similares
conel suerodeconejo. Lastitulaciones serealizaron
en ELISA, adsorbiendo a las placas de polivinilo
0.15 g de toxina por pozo. Es notable la alta
reactividad del suero antitoxina nativa; la
reactividad del suero anti-péptido quimérico
también es evidente y notablemente mayor que la
obtenida con los sueros antipéptidos de cadena
corta.

La siguente pregunta que quisimos responder
fue si los anticuerpos inducidos con los diferentes

- péptidossintéticos y con reactividad cruzada hacia
' la neurotoxina nativa, son capaces in vivo de

neutralizarel efectodela toxina, Para contestaresta
interrogante y comparar la posible capacidad
neutralizante de los anticuerpos antipéptidos
sintéticos con los inducidos por la toxina, se
realizaron' dos series de experimentos: a) desaf{o
directo o neutralizacién in vivo y b) desaffo en
terceros o neutralizacién in vitro,

El desaffo directo consistié en la inoculacién de
una DL,, de la toxina nativa en los animales
inmunizados previamente con los péptidos
sintéticosocon a toxina.Lacapacidad neutralizante
sevalonécomopomentajedesobrewda'tomdndose
la lectura hasta las 24 horas postenoms a la
inoculacién de la toxina,
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Titulacién en ELISA de la reactivided do fos sueros
de ratones Inmunizados con ol péptido quimérico

By toxinall.9.2.2, Se cubrieron placas da polivinil con 0,15
jng/pozo de toxina 11.9.2.2. Los sueros fueron oblenidos 9 dias
posteriores a la tarcera inmunizacién de lotes de 12 ratones
Balb/c inmunizados con: a) 50 pig/ratdén de pédptido quimérico
beta emulsificado en adyuvante de Freund y b) 2.5 ug/ratén
de toxinall.9.2.2 adsorbikla a membranas de nitrocelulosa, La
grifica presenta el promedio de ensayos por triplicado, en

donde se hanrestado los valores de los sueros prelnmunes,

Para evaluar la capacidad neutralizante de los
sueros antipéptidos con respecto a la proteccién
obtenida conla toxina nativa, se realizaron ensayos
de desaffo en terceros o neutralizaci6n in vitro que
consisti6 en mezclar una DL, de toxina con
volumenes crecientes del suero, incubar por una
hora a temperaturaambienteen agitacién e inocular
la mezcla en animales no inmunizados.
Nuevamente, la capacidad neutralizante se valord
como la sobrevida a las 24 horas posteriores a la
inyecci6n. Enla figura # 7 se presentanlos resultados
del reto directo y en terceros, utilizando los sueros
antipéptidos sintéticos 1-14, 1-27, quimérico p y
antitoxina nativa. Para los desafios directos, la
sobrevida méxima (100 %) fue en los inmunizados
con la toxina nativa; en cl lote inmunizado con el
péptido sintético 1-14 se obtuvo 75 % de sobrevida
y en el casodel péptido 1-27 no hubodiferenda con
respecto al control. Sorprendentemente, al reto
directo los animales inmunizados con el péptido
quimérico presentaron una hiperreactividad al
efecto de la toxina no observdndose sobrevida,

Noobstante, enlosensayosdedcesaffoenterceros
se obtuvo hasta 80 % de proteccion con los
anticuerposanti-péptidos, incluyendolosinducidos
por el péptido quimérico y el péptido 1-27,
resultando este vltimo el de mayor capacidad
neutralizante. Nuevamente la mdxima proteccién
se obtuvo con los sueros anti-toxina nativa.

100 —-1

78 ]

% Sobrevida
b

2%

0 e, ! 1
TX19.2.2 PEPTIDOA PEPTIDO  PEPTIDO PEPTIDO

1-14 =27 NTX1-3
[nmundgeno
Reto directo [:] Reto en tarceros
Figura # 7

Noutralizaciéninvivo @ Invitro de latoxina iI1.9.2.2
conanticuerpos inducidosporpépltidos sintéticos
andlogos a toxinss de C. noxlus. Los ensayos de
neutralizacién in vivo se realizaron en los lotes de animales
inmunizados con los péptido s sinklicos de latoxinal.9.2.2(1-
14, 1-27 y péptido quimérico beta) el péptido 1-39 , andlogo
sintético do la Yoxina NTX. El desaflo ss levd a cabo por
Inyaccién intraporitoneal de una DL50 de toxina 11.9.2.2 para
el caso de los primeros y una DL100 de NTX en el andlogo de
la toxina de potasio. La neutralizacién in viro se realizé en
ratonas CD1 no inmunas, por inoculacién de una DLS0 de la
xina 11.9.2.2 preincubada con diferentes volimenes de los
sueros iInmunes inducidos tanto por los péptidos sintéticos de
la toxina de canal de sodio como por la loxina nativa, Las
barras muestran la méxima proteccién obtenida. Para el
andlogo sintélico de NTX no se realizd desalio en terceros.
Los resultados 2e reportan como porcentaje de sobrevida a
las 24 horas posteriores al desafio.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Hasta este momento hemos realizado una
cantidad razonable de estudios con los que se han
obtenido datos bioqufmicos importantes con
relacién al veneno de alacranes mexicanos y a sus
péptidos toxicos.
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También hemos generado una vacuna
experimental animal usando varios tipos de

antigenos, tal vezel mdsimportante fue el obtenido -

con la toxina 11-9.2.2 nativa. También verificamos
que segmentossintéticosdelaregiénN-terminal de
la 11-9.2.2 pueden proteger ligeramente a ratones
pre-inmunizados al retarse con la toxina nativa. El
péptido sintético total correspondienté a la NTX
también parece proteger a ratones inmunizados.
Noobstante, existen varios problemas: los péptidos
sintéticos capaces de generar anticuerpos que
reconocen a la toxina nativa no necesariamente
inducenanticuerposneutralizantes. Existenalgunos
epitopos que generan anticuerpos que son ttiles
para neutralizarla toxina enensayosde inmunidad
pasiva (desafio en terceros), pero que exacerban la
respuestaa la toxinaenlosanimalesconinmunidad
activa (desaffodirecto).

En nuestra opinidn la obtencion de una vacuna
anti-veneno de alacrdn puede llegar a ser una
realidad, sin embargoaiin tenemosunlargocamino
para recorrer. Esimperioso determinaren lastoxinas
nativas cuales son los epitopos inductores de
anticuerpos neutralizantes, para poder sintetizarlos
enel laboratorioy verificar su eficacia, Es necesario
comprobar si persisten los efectos de
hiperreactividad generada conciertos péptidosque
hemos sintetizado y ensayado. Una pregunta
todaviamédsrelevanteeslaconfirmaciénde que los
epitopos determinados en murinos coinciden con
los reconocidos en humanos.

Tal vez en el futuro tendrd que efectuarse la
obtencién de anticuerpos humanos in vitro por
cultivode células y la verificacion experimental de
su eficiencia en animales de laboratorio. Quizas la
clonaciéndelos genesquecodifican paralastoxinas
y las técnicas de ingenieria genética ayudardn a
confirmar datos alcanzados con la sfntesis quimica
delos péptidos. Posiblementelos antigenos genera-
dos por DNA recombinante sean mejores
inmundégenos para la proteccién en humanos.

Mientraslogramosobtenerestasrespuestasque
puedan validar el suefio de una vacuna anti-
alacrénica, la terapia para los cuadrosclinicoseveros
por envenenamiento tendré que continuar siendo
el suero equino anti-alacrdn,
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