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RESUMEN

EL pcn‘eno del alacidn de Nayarit C. Joxius Hodgmann ha sido estudiado duda-
hace a.,ﬂgun Liompo en nuestro £dbana,tam£o, habiendose punigicade y caraetendizado-
quimicamente La mayorla de sus toxinas (Possani y col. 19&1). Debido a que aﬂgg
nas de estas toxinas tieten aceidn sobie canales idnficoﬁs,- se decddid hacer sdnife
A48 quinica de negiones andlogas a sccuencdas de aminodedldos de estos pcpudoa' y
estudian sus propiedades toxicas e Lnimnogénicas.

 Se sintetizaxon Los peptidos cornespondientes a La sccuencda amine teamital
de Las toxdinas 11-11 (un nonapéptide Thre j-Seng y wn péptide de vednte aminodc,;:-'_-
dos TJ'r.e.], Le.u?o] y 11-9.2.2 {un decapbptido Li.bl Tftcm]

De Ra percion carboxilo teaminal de La toxina 11-11 se 6-LILIELLZG La cornes-
rondiente a Los aminodcidos Met,,- Asnzg, Tiiy, funjg (La mitad de fa toxina), -
Lus” ’“’"39 y £a toxina xempleta Tre,-Asng,. la sdntesis sc realizd sdguiendo --
el método de fase s6Lida descrito pen Mernifield ¢ col., 1963.

Todos Los péptidos’ se pasanon pon cromatografla Lfguida de alta hesolucidn
wando una columna de exclusidn mofecular 1-125 Whatman.

Los péptidos cornecspondientes a £as negiones ‘anino tewminal de ambas toxi--
nas solos y acoplados a albunina de aatdén, mswumcm seh toxdcos en iatones.

Se probo La inmunogenicidad de todoa Loa pdp,tr_dné en hatones de La ecepa --
BALB/e, obteniende anticuerpos en todos £os casos, que fueron de.tgctadaé porn in-
munodLfusidn. '

Se estudid el reconocimiente de estos anticuenpos anti-péptido sobre La --
toxina nativa, ponr radioinmunoandfisis y pon W,imnunoalwayo enzdmdtico, enconinran-
do que solo Los anticuenpos anti- toxina sintética completa, fueron capaces de -
reconocer a fa foxina nativa, porn anbos métodos,

Se hicienon estudios de competencia de d}i_,té_cilae)ajzoa anti-toxina nativa pon
fa toxina nativa marcada con @271 y Los diferentes plptidos sin marcar, obser--
vando que sofo £a toxina sintética completa es capaz de despfazar a La toxina -
nativa y en menor ghado La secuencia come,spondar.mbte a fas thes cuartas partes
de £fa toxina lL(A A&nsgl

Los mismos nuu&tadoa de competencia se Ubawuywn poxr ef método de Lnmuno-
ensayo enzimdtice, adhiriendo La graccidn I11-11 del venene de C. noxius a fa fa-
se s0Lida.

Ef andlisis de hidnofilicidad .indica quo_ una do_ Las hegiones mds expueAm-
g4 La comprendida entre Ua£5 i G‘Eul‘? ’



ABSTRACT

We have purified te homogencity several toxdins frem the venom of the merxdcan
sconpion Contauroddes noxius Hojgmanm [Possand eif. af., 1961). These texdns have
shown that they interfere with {ondc channels In newrens.

Ous Laboratony is concermed with the clucidaticn and characterizaiion of the
antigenic and toxie sites of these toxins.

We have sunthesized, by fhe sobid phase procedure (Menwvifield ek, af., 1963)
s4x peptides.  They mimic amine and catbexd teaminal regions ef toxin I1-11 ¢f -

zthe écmlpian C. noxius {TIL'L]-SM.Q, TI:/'LI-LcuZO, !-1M30—A¢|139, T;J&Q]-Abnsg, Lyb”-
CAsH Gy and zhe whelfe toxdin Thry-Asnggl and one pepidde Lys,-Thu,, faem 2oxin 17-9-
2.2,

Al the peptides were separated by High Pesforunance Liguid Chrematography on-
a gel filtrnation column (1-125 Whatman.

0f atl peptide tesfed, only T!zn?-Sc‘:q e Th&?-!.euzo Wwere found toxic 4n -
mice.

ALE peptides were antigondes (1 mice. Onfy the antiseqrum raised again whele
synthetic toxin hecognized to native Loxin.

We have showin that the aynthetic teplic of the Noxiustoxdin was recoagndized by
antisenum radised again native toxii,

In cader to gind the point of greated Local hydrophilicizy Zhe primany stiuc
fune was analyzed by the Hopp and Weods methed, and it was Located within residu-
es Vaﬂs-Gi’_u?g.
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1. - INTRODUCCION.

La coﬁp}msuién de fas funciones biofbgicas de Las preteinas cs un punto {mpor-
- dante en bioquinica,” las protefnas desempedan su funcidn, indcpcudfcntcmcutG:dc su
‘haiuhaﬂééag.quianxe su wnddn a una molécula blanco para forman wnt complefo. Eate
,camptajb puede sen transitonio, parecido al de una enzdma con su sustrato o puede -
sen muy estable y virtualmente ivieversible, como el de La haptoglobina con hemoglo
bina o puede poseen estabilidad que cae afgunas veces entre estos dos extiemos. En
algunos casos La determinacidn de Los pardmetros estaucturales de un sitle de undidn -
es critico para el citendimiento del modo de aceidn de la protedna.
Los primenos sitics de unidn de protelnas que han sido completamente definea--
dos y sintetizados, son aquellos que eatdn Lfnvolucrados en La wnidn de una protelna
antigénica son su anticueapo. Estas negiones (sitics antiglnices) han seavido como
modelo” para hacer aegiones sintéticas gque imifan otros s.itios de wiidn de fa phote-
'Ina. ' ) '
La expresidn de La aceibn biolégica de algunas ieurotoxinas del veneito def aka

cudn Centrunoddes noxius colectado en Nayardt ha sdide cstudiada. Las texinas (Lama-
das 11-10 y 11-11 de este vestene efercen cjeclos signdficativus scbre Cas propleda
des electrofisiolbgicas del axon gigante de cafaman {(Caxbone y cof., 1982). En pae
dencia de anticuerpos neutralizantes coitha Las Loxinas, €stas no expresan su acti-
vidad bivlégica, Esto es bilen LLustrado porn el heche de que ef Lratamiciito mds cdec
tive contra el envenchnamionte producido porn La picaduaa def alacsdn, es el use de -
un antiveneno (Del Pozeo, 196Z). Esta obsewvacion {mplica que et La presencia de an-
Licuenpos especlficos contra La negidn mofeculan de La texina, zespensable de La in

Leanceddn éspecifica con ef blanco §isdloldgico, se hace (naccesibfe ¢ confermacio--
nafmente difencnte.,

Obviamente una comprensddn elara a ni{vel molecular de este probfema, requiere
de €a clucidacidn de Los sitios toxdicos e .(umunogéndicos de Las toxinas.

Este tuabajo tepeata Loy mesulitades pocliminates, fiatande de cotudiar cstos-
aspectos, en el caso particular de fa toxina 11-11 alslada y caraeterizada quimica
mente del venene del afacndn C. noxdus: '

Una aproximacibn gencanl pata defindt wn ditio antiglnico o un sitic de inten
aceddn de una protedna con su andieaeapo correspendiendo a La wegddn blance donde
ejerce su accidn cierta proicefina, ha side por fragmontacidn de protedinas con téeni-
cas cuzdmftles y quimicas y doeleundna ewdd gragmoenio conschva Lo capacddad de in-
tenactuar con su anticucape ¢ su necepton, Una vez que csta negdln ha side {dentifi
cada, se puede carnactenizarn poa cemparacidn de heactividad de £a preofeina quimica o
bioldgicamente modigicada o de sus fragmentes. Finalmente La sindesds quimica de es
tas regiones pucde sen usada para {dentifdican que aminodfcdldos, csiructutas o congon



macfones participan en La unidn de Los anticueapes a su accepifon,

Otra aproximacidn importante es La obseavacién de La ncactividad Lumurcidgica
cruzada de ﬁmni&é_m;.}!e proteinas de diferentes especies, con sceuencias homslogas,
mos trando La .{'mpo)'ufahc.’ia de Aesdiduos varientes evolutivamente. Esios estudios han
dencatrado qué La éﬁ@t&tucj.dn de un simple aminedcido pucde hacer Lnmttnogénica una
Jlég-id.nﬁab._m La supenficie de una moléeula de protelna, tal come La Lisozima [Tala-
gaki i col., 1980}, La hemoglobina (Leach, 1983} y citochome C (Jommerson g Mango-
tiash, 1979a,b). ’ :

La Lnteraceidn ;Mote,c;m-pfmte,fna 24 uh phoceso con;p&eja que involucha caxncte-
s Licas 'de_JEa superficie molecular, Lncluyendo La foama, complementaridad e lhidro-
fobicidad de £as superficics moleculares que estan interaccionando (Tainer J. y -
“col,, 1984). .- - -

1. Toxinas def Veneno de Alacianes.

~ Los p!z.i:rlcfzaé estudios sobnre venano de alachdn fucton metivados principalmente
pon fa dmportancia médica de La plcaduna de alacndn, cn varias regiones ded mundo -
como La regién nonte de Africa, México y Lejano Oadente.  Les primeres venenos ana-
Lizddos fueron aquelles de unas cuantas especies que son peligrosas para el hombre,
Consddenando fa cantidad Limitada de venene gque un afacndn puede inyeetfar y ef cua-
dho cbindco dramdtico gue puede aesultan de una sdmple picadura, e obvio que el --
veneno del alacqudn puede condener componeintes altamenfe acitives cuya puiiflcacidn -
es deseable en caden a deteuninan s estauctwra y a elucidar su modo de accidn. AsL
fu€ como una familia de protefnas newrotdxicas se caractenizd. Mis datos sobre es-
os compuestos pueden hacen deelfos, herramientas tiles en nenrobie{dgia.

En gesienal el veneno de £os alachanes e de apardiencia Lechosa copalecente y -
coiz un pH alrededon de 7. EE veneno obtonide per estimulacidn cféetiica del telson
del alacadin, disuclto en agua centiene un matenial (insclfuble gque puede separarse por
centaifjugacidn ¢ carece de toxdeidad., Al pasceer Scoit muccpretedinas y deseches celu-
Lanes como membranas, aunque £a compesicdidn no ha sido estuddiada. Lla paxte seofubfe
contiene todos Los componentes t0xicos ¢ consdate en su mayor parnde de una mezela de
protelnas y péptides de difernentes pesos molecwlfanes ¢y en menor cantidad Lipidos, nu
cledtidos, sales cagdivieas y aminededdos Libres,

Asique de cncuentaan presentes afgunas enzimas, fa aceidn Ledal del veneno ae
atribuye principalmente a una sendie de polipeptidos neurotdxices que difi{cren en el
grado de Zoxdicidad y composicion de aminededldos. EL téwumino neurotoxina se reflene
& aguellas pretelinas o polipépiidos que bloguean La Lransmisia sdudptica al combdi-
nanse con fLas membranas del sistema neavioso {Babin y ecof., 1974).



Las toxinas del veneno del alacndn son proteinas muy eatables, como se ha ob-
servado pon experimentos de tewnedesnatunalizacion, seguido pon dispers{dn dptica
notatonia, £os que han mostrado que Las toxinas de Los alacranas mexicanos iy brasd
. Lailos son mai!écuta.a altamente eanpacadas i eatabilizadas por puentes disulfunc., AL
“gunas toxinas del veneno de fos alacranes deb género Centruncides, al heaviase pon
5 minutos vuclven a repleganse tridimensionalmente conscavando su texicidad (Pessa-
ni ¢ cof., 198&1). ' ] ‘

Nuestno Laboratonio, ha caractenizade el veieno da.a{’nv!mn(!.a del géucere Cen-
twnoides y ha purificado varias toxinas de fas cspecies C. noxius [Dente y cof.,
1980), [(Possani y col., 1981}, C. clegans [Possani y col,, 1978) y C. Limpidus fe
comanus {Possand y col., 1980) y ha cbtenido La secuencia coanpt’:e,ta de varias de -
elfas asd como La secucincia N-teaminal de otras,

Las sccucncias Niteaniinal de Las diferentes toxinas estudiadas, se han agrupa-
‘do hasta el momento en nucvos grupos cstructunales con base a Loa aminodeidos fal-
tantes |Rochat y col., 1970), (Possand ¢y cokl., 1965) ademas se ha encontrado que on
estas secuencias N-tewminal existe un 50% de homologla cntre cllas, Este alto gra-
do de homofogfa sugiere que La tonscavacidn de €stos aminedeides juega un papel Lm-

T pontante en fas funciones bioffgicas, dado que pueden constituin el sdtio aetive, -
sen esenciafes para mandenen La congommacidn o servin pata el doblamiento de La ca-
dena peptldica {ZLothin y col., 1971).

Cs probable que fa presencia de cuatqio pucites diswlfiure en Lay preiedias tan
pequeiias sean acsponsables de La gran estabilidad de estas toexinas, La Localiza-
eidn de Leos puentes disulgure es por Lo tante muy impentante por ef papel que jue-
gan en La aefacddn esthuctura fueidn,

Con ef objete de obteonen indounacién sebne of sitio de aceidn, se han LLevadeo
a cabo varias modificaciones quimicas sobre algunas toxinas conocddas, encontrando
gue fa seduceidn de Los puentes disufiure, modificacidn de carboxifeos y acetila-
cibn de gaupos amino nuldlfican fa actividad de estds toxinas, suginiende asf la im-
portancia de afoons aminedeides stobre Ca teoxdicidad {Samplond y col., 1975, Chichie
porntiche y Lazdunski, 197¢, Rochat y Sampicrni 1976).

La wtifizacion de Las toxinas como herramicntas para esiudios wewnofisioldgd-
cod sungic a princediplos de 1960 con el estudio de La Tetnodotoxina, que bloquea es-
pecificamente el canal de scdio [(Narahashi ¢ cof., 1964, 1969). Esto catimuld cf -
estudio de wia vatiedad de neurofoxduas de diverses andmales entre ellos £as de Los
alacranes, para of eppleo de La accdidin de &stas sobre Les caiales {fondcos coin el -
gin de poden catacternizanfas funcdonalmente sebre Las martranas nesvdosas,

Se han publicado diversos trabajos del efecte del veneno de Los alacaaies s0
bre tejdides cexitables, encontrando que algunas foxinas actuan scbre eanales fo- -



nicos dependientes de voltaje. Las toxinas de algunes alachancs aﬁlucalwé Anche-
meptan £a activacddn de Los canales de sodio (Cattenal, 1977) ' )

Puede decitse que en MExico existen seis cspecies de rutacmnu pouéouazoe. pa
~ka el hombre: del génma Centasoides (Hofdmann, 1938).,.C. Accu:ptuna.t:w c. Si--
féusus con dos subespecdes,” C. 8. cherambigli vy C. 4. Auﬁﬁuam C._Limpidus Limpi
dus y el €. £. tecomanus, C._elegans con dos mxbe,bpeuu el C. e, insufanis y el
€. c. elegans, C. -(.}Iganl...ul..': el C. uoxius . e

A. EL Alacndn Centruroddes noxius.

Es uno de-Los aﬂac%aiiu mels uwmumtu pa:‘:. den el s pcusmwzo cx.,tada has
ta el momento, Ledende una dosis Letal de 0.25-mg/kg de peso paxa el ratln. ’ -
‘ Del veneno de C. noxius se han alslado sicte fracediones principales qué contdle
nen polipeptidos téxices pana el natén., Las toxinas aisladas hasta el memento phe-
seitan clentas caracteristieas e comin en su cempodicidn de aminodedidos. Son prote
inasy bdsdieas, con un pese mofeculan alrededon de 7000 y contienen entre 539 o 65 re-
siducs de aminodeidos, prescitan § cdstedn’s como fa mayorfa de Lasd toxinas deschri-
tas  hasta ol memento, a excepeidn de La toxina TV-2 gque al parecen tiene 6 ciste-
Dias, ne conticine meticiina excepto fa teoxina 11-14 y La 11-17 gue presendan 1,

Laa texinas del génche Centnuneddes paesentan zonas de alta lemologla enthe -
Los nesdiduos 1-5, §-10, 18-20, 21-25 y La pesicidn de fas cistednas, a excepeibn de
La zoxing 11-11.

La Noxiustoxina que ticine 39 aminodcidos, conticne & cistednas ¢y una metiendina
es totalmente diferente a lodas Las toxinas citadas hasta ol womento en la Literatu
2a, posiblemente pendenczea a una familia de toxinas diferentes {Possand y col,,
1982).

Eatudios necientes con el veneno de C. noxdus, utdilizando axcnes gigantes de -
calaman, demostraren Pa exiatencia de dos toxinas denominadas 11-10 ¢ 11-11, gque en
contnaste con el venene de Lo alachancs agiicanes, actuan capecdjicanenic sobre ol
canal de sodic y de polasdo acspectivamente. La 11-10 decrece fa peameabilidad af
sodic y £a 11-11 bloguea fetalmente el canal de potasio. Ambas actuan independien-
Zemente del voltaje y scen totalmente scvensiblfes (Caxbene y cel., 1982).

En La siguiente seccidn de este trabajo s encucntran copias del articulo "Sin
fesdis de piptides y su pesible utilizacién ceme vacinas eontra tevinas de alackan™,
en ef cudf se hace una amplia descripeddn de La puidficacidn y caracterizacidn qué-
mica de fas toxinas del veneno def afacndn C. noxius, por Lo que agul ne Las mencie
naré.
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Z. Eémxeg.m.a pasa Catudios de EAM.uc,tma-Funudu de Pnoiunaa. SRR
.. Debido a-fa complefidad -de fa- ui)auc.tw:a da &u plzo.te.wcu. taé u.tc.oa au.tcga-
nicos asd como Las negloies de ,umejmccx.du can o—vuu pfw.tumu., no' pucdeu do,tc)um.-
naise ﬁcfuﬂmmute.._ Se. hait p!mpue.a.to ua)u.a.é ummtagm pam c,c utud.f.o da eém -m-.'
g't.anu U . . - . LT e
o a} E&tud«.cv‘:. .EoA eﬁec,ta.s de ccunfuaé nanﬁammuanwﬂa& éab)uz Ea. u:munoquﬁm_ca de
: 2as pfm.tumu o
- b) Estudios de aango)unaudn e utmunoq&&mcd de de)bwadab qubm.caa EA}JECI&LCO&

de £aé motedlnas.,
. ‘o) AdsLamiento y ez»-turtco de fhagmentos de proteina que se superpongan para
-cdetmﬁ.ccm porciones Ainmuncoquinicamente reactivas.’ - - '

d) Estudian La {nmunoquimica y confoumnacidn .de dauuado/.s qu,&n.ccoa espealficos
“'de pepilidos que son immumoquinicamente reactivos. - - . .

e} Verificar La Localizacidn y posterivumente dc&uzeaﬂ. Los sitios mbtcg(fn.ccoé
deducidos por Los pasos anteriones, por slitesis de Estas regioncs [Atassd., _I984]

Otha eiinategia {mportante, es ol andlisdis de La secucncia de Las proteinas -
an xefacibn a un indice de hidrofobicidad {Chou y Fasman, 1984). {Hopp y Woods, -
1981), eate andfisis cornelaciona Los sitios antigbnicos con hidrofobividad mdxima.
Sin embarge esta relacidn no éim}:pfm se cumple. Por ejemplo en el caso de La mio-
globina [Mb) el andfisis de hidrofobicidad revela que so0fo dos de Los sétios anti-
génicos coinciden cen hidrofobicidad mdxima y otna zona de mdxima lidrofobicidad =
no es antigiviea (Atassi., 1975},

Los resultados del estudio de La e.at;wciuﬂa antigénica de La Mb cs una dndica
cidn de que fodos Los sitios antigdnicos estdn expuesios pere no todas faa regio-
nes expuestas constituyen un sitio antig@nico. EL estar cxpucsio no es criterio -
suficiente de antigeniedidad, por Lo Zanto, Los sifios awitigénicos no necesariamein-
te son zonas de alta hidrofilicidad. Las interacciones hidrofdbicas, frecuentemen
te, proveen mayor contrlbueién a £a enengla de wiidn por efenplo en Las cadenas -
alfa y beta de La Hb, el sitio mfs inmuodominante no es el de mdxima hidrogilici-
dad {(Kazim 1y Atassd, 1982]. Tn el case de La hemaglutinina del virus de La Anfluen
za, s ha Localizado un sitio fueriemente «Elmmnog!orinéuan,te el cudl es enteramente -
hidnef6bice [Atassd y Websfer 1983); Se encmu‘/ia}zqn dos acgioned sobne el citocro-
mo C, que en base a su hidrofilicidad se csperaban’ que {ueran {nmunogénicos, peie
resuliaiion no sen antigbnicos, [(Adassdl, 19&71).

A. [Cfecto de La Sustitucion de Aminodeidos.

Las alteraciones de La natwaleza quﬂm‘éa de una cadena £ateral dentrno del -
sitio antigénico {remocidn oncvernsién de una carga, cheacidn de una nueva carga, -
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climinacion de un puente de hidndgeno, ete.,) causadas pon wodificaciones quimicas o
cambics cvolutives @i una protedna homéfega, pueden causar una aeduceidn o elimina-
cldn total de La ncactividad de una regddn en wna proteina.

La extensidn de La modificacitn de La rcactividad depende de La naturafeza de -
Los cambios quimicos, La Localizacion 'del aesiduo que estd s.iendo sustituide o modi-
ficado y fa contaibucidn dé este nesiduo a La energfa total de wunidn o {nteraccidn.

Modigieaciones quimica de algunos residues de aninodeddos iguwielonales en Las
foxines T, 1T y 171 d’e.ﬁvaﬂacftdn Androctonus australis Hécton indican: que fa nedue-
cifit ¥y metilacidn de un enlace disulfuno destruye La activdidad téxica de La toxina -
17; el dnico nesddue de triptofano no esid incluide en el sitio activo de La mobécu-
La, La modificacidn de cinco de Los siete carboxilos que Liene fLa molécula de £a -~
toxina 11 suprime su toxicidad, La acetilacidn de Los nesiduos de Lisina i y tinosina
T en esta toxina conducen a £d pérdida de La actividad t6xica e inmunogénica. EL tha-
tamienda de La toxdna acetifada con hidnoxilamina restauna parelalmente La actividad
antigénica, La guanidinacitn de La foxina I1 no agecta su toxieidad .uﬁ:uﬁ&ca,twameg
te. La alquilacifn de €sta toxina por deido fodeacctico afecta tanto Los grupos ami-
no como Los nesiduos de histidind. Se conefuye que al menos una tirosdina puede cs-
fan involucrada en un sitio antigénice de La toxina 11, La pérdida de La toxicidad -
‘de debe pMnc.:.pa[’menIc a modificaciones en fLes nesdiduos de £4sina (Rocha y Samplend,
1975).

Ademds de Las modificaciones nrealizadas dirnectamente en el sitflo antigfnico g -
La negidn txica, cuyos cpectos son fdcilmente obscrvados, Las sustifuciones que in-
voluchan resdiduos fuera de cstas regiones pueden causan edectos condiderables, ya -~
dea pon cambios confoamacionales o pon inducin altenacicnes en Las propiedades qul-
micas de La proteina. , (Atassd, 1984). ‘

Una sustitucion aunque sea distante del sitio, puede causar un reajuste confor
nmacional que puede Lnffwin en Au aeactividad, por efemplo en £a mioglebina y hemoglo
bina, alifenacioncs quimicas en Los nesiducs que intéraceionan con el ghupo hemo -
{que ae encuentra fuena de Los sitioas ant,égéu‘,{c-._a:s}' modigican su neae,t,f_u»{dad_ antigé-
nieca (Reichlin M., y col., 1963).

Para La Lisozima se ha demostnado que Pa lu.tmc,cdn de una tirosina fuera del -
determinante antigénico (T.in 20) pero dentro de una distaneda de interaceidn de £os
residuas esenciales de contacto [Lis 96, 3.6 A°; Lid 97 5.9 A® ) crea un efecto -
eleatrostitico inductive que canbia La Areactividad del sitio {Atassd M., T1978),

B. Sintesis de PéEptidos.
La focalizacidn de determinantes antigénicos continuos en proieinas se basa en
medin La reactividad de péptidos natunales o sintéticos de L£a moflécula. Generalmen-
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e Los ﬁ.‘mgmm.btaé e prueban por su capacidad paxra inhibin La aeaccidn entre anti-
cueape i antigeno cempleto. '

Se cieda que para- que un péptido induzea £a produccién de mttccuc:npoa eapaces
de neaccionar con La protedna intacta que contiene La secuencia del péptido ena ne
cesanid _qizg el péptide neprodujena La conformacidn tercianda dal s4itio antigénico-
de fa protefna intacta. tin efemplo ca el aitlio antigénice de La Lisozima que com--
prende Los nesdidues [64-80), para el cual fue necesarnio sintetizarn el p_épz.‘;ida con
una estructuna covalente cervrada. (Maron E, ¢ c6L., 1971; TPecht y col., 1971).

Esta considenaciGn nestiinge La utilidad de usar {os" péptidas sintéticos para
esfudios de e&tnuc.tuuua-ém':cidu de protelnas, debide a que se requiere gran {nfonma
cibn sobre La estanetura terciarnia de Las proteinas, La reciente explosidn en ol
riimeno de tipos de aplicaciones de Los péptidos sittEticos es debido en parte a -
que se ha demostrade que péptidos connespondientes a afguna regidn de La proteina-
jpueden iuduc-',{)r. anticuehpos que reaccionan con La. pf'i,otc,fna nativa i ne neé&&a)uf.mneﬁ
te reproducen con exactitud £a conformacion i:mucuu,a que Ziene esta hegidn en fa
proteina. Por efemplo en CAIH(LLOA de La hmnagﬂu,tuuna del vinws de La injluenza -
se adntetizaxon 20 péptidos que cornnesponden al 753 de La sccueneda fotal., De es-
tos péptidos 15 fueron capaces de producin anticuespod gue reconocen a fa protedlna
Antacta y al vinus completo, pero ningune de Los 20 péptidos ful capaz de reaccio-
nat eon anticuenpos dnducidos contrn fa jo)w.te,.{na Aditacta (Gueen y col., 1982),

Se ha observado que cientas caracteristicas de Los péptidos son importantes -
para que Estos sean Lnmunogénicos: . .

Los extremos amino y carboxi-teaminal de d&ﬁwcn.tu protelnas muesinan un al-
to promedio de actividad antigénica, poaiblemente debide a que eflos esitdn Locali-
zados en La supenficie-y tienen nclativamente alita 6£cub,c,[',1dad {{'Jc,e,ﬂwﬁ Y e.of_., -
1984).

Las negiones que Lienen suficlente nidnero de nesiduos polares o cangados por
Lo genenal son negiones que tienden a estan en La mgpmﬁ&ue de £a proteina nativa

Los péptidos deben ser mayores a un pcmﬁﬁnuu ‘deb&do a que. Los péptidos con-
tos tienden a no sen inmuog€nicos (Nimman H, L. r_,' cot., 1983).

Se ha visto que Los péptidos que conticuc :p';q{'.uza, mreducen anticuerpos que
reaccionan con La proteina intacta (Sutcliffe 3. ﬁ"_r cof,, 1983).

En trabajos hechos con el citocnomo C de raia, :se ha demostnade que fa con-
fommacidn nativa no es csencial para que Los pr!p.t,cdaa Adlntéticos unan a Los anti-
etenpos inducides contra La protedna entead,. concfu_{e.ndo que La energia de aso-
ciacidn entre ‘antigene y anticuchpo pue.d_e sen sugitiente para inducir conformacion
en péptides §lexibfes confoamacionalnente [Palernsson V., 1985).

Se han wusado anticuenrpos anti-péptido sintétice para Owestigacidn del papel
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de fa 5£e$€béudad conﬁc}unaciona.ﬁ- en el proceso de neconocimiento protelna-proteina
[Tainen J. y col., 1984}. _

EL grupo de Atassi que ha eAzt:d,cado La estauctuan casd total de Ea Lisoz.ima,
fa mioglobina, albimina y hwnogﬂabum, conociende ya Los deteuminantes antigéinicos
de estas protedinas o sintetizatdo estas neglones, nealiza thabajos de intenaccidn =
de Estas con sus respectives heceplores sobre cllulas T y B para estudian Los meca-
nismes de nespuesta Lununce [Atassi M. Z., 1984, Rixter y Atassdi, 1954).

Ademds de fos trabajos nefacionades con ol cs.fudu:r de detenminantes antigni-
cos en virus, bacterniad y proteinas, tambidn se estdn wsando en ef estudio de toxi-
nas como La toxina del eblera (Jacob y col., 1984, Rhodes y col., 1985}, y €a Zoxi-
na 11 del veneno del alacrdn Androctonus australis Heeton (Granden C. gy col., 1984)

Una descnipeion mas amplin de Cos taabajos mds nelevantes sobre ef uso de pép-

tidos sintéticos para estudios de regiones concretas en diversas protelnas, se cn-

cuentran en el dnedso-VITI, el que correspende al antlewlo titulado "Sintesis de pép
tidos y au posible utilizacidn como vacunas contra toxinas de alacadn™. En este -
mésmo artlculo se encugntran fambién, wia explicacidn completa de Los pasos de purd
ficacién y canacterizacitn de La Noxiusfoxina y una descripeidn del métode de sifnte
sis de péptidos en fase sélida propuesio pon Merrifield., Pon esta razén no se An-

cluyen en esta parte del thabajo.
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7. OBJETIVOS. ™

_ - Como ¢ ga se menciond. eA-te trhabajo se xefierne de manern especial a £a toxina
- T1-11 de,f. veneno del abacadn €. noxius, tendiendo por objmuoa principales: -

. 1.~ la purificacitn de esta foxina a pCUbtUL de veneno toial exiraido det -
- del alacadn por ecsiimulacién eldctrica. . -

2.- la Aud:c/sm quimica de fragmentos de esta toxina, asd como Su SLnfesls

" dtotal.

3.- Lla obtencidn de cm.ticuc):poa cointra Los pﬂ'ptc'do!:.
4.- Caracterizac.idn {nmunolégica y toxica dc estos 5.'mgmcnxoa por nmch de
' pruchbas de competencia y toxicidad ’lGeSPQCzt(,UdeJth. . )
. 5.~ En base a Los resultados obtendidos en ﬁaa obfetivos ptawtcadaa au.te)uon-'
mente, proyectar ef trabajo futunc del Laboratornio con relacibn a La sfntesis qul--
mica de sccuencias peptidicas correspondientes a diversas toxinas def veneno de --
alachanes, en cspecial Los que habitan en Héxico. :



111, AMTER?AL v.m_sr’ouos.-

_1,.{ smtuu de Pé,audaé en Fase sauda

R A '_ _;stn.tuu de te)‘n BuMoucmbmemnmaau&-xi ( oxune,toﬂl ﬁem,tacc,ta-

nudomw.f. Rc.au:a { Boc—mnuwdudo -Pam- Rezsum.]

Los: ;JEpt(.dOé se dintetizanon AILQLLLGHC!O e,t método de. Mc):)uﬁ&e.lid pcu:a La 5onma-'
c,{.du de Boc wmuod’c,cdc Pam-Resina. {'!u.chaf,& A R _{ LU»E ye ? 78] ver 5.{.gwm 1.

a. FPreparacidn de £La Sal de Ces.de de Bac~a5pmagum.,

- ' Se disolvienon 1.3 muoles de‘Bac-—Mu (Peninsila Co.) en 0.5 mf de metanol. -
se agreg6 gota a gota y se agitd 1.43 mmoles de carbohato de cesio disueltos on un
mililitro de agua, La sal de cesio def. aminodeddo asd gormada se concenthd en ho-
.tduapah, eliminando el agua con tefueno, Se dejé secan en vaclo en presenci{a de -
peatéxido de g6sfore pon dea horas,

b, Acoptamiento del Boc-aminodcide con el Bromuro de Fenacdl Esten,

La sal de cesdio del aminodedido se disofvid en 10 me de dimetif {orumamida (DMF)
2ibio ¢y se agregd 1.1 equivalenies por ecada cguivalente de aminededdo, de baomuro -
de fenacdl esten. La heaccidn se LEcud a cabe a 50°C y con agitacidn., La Aeaccidn
sde siguld por cromatogragfa en capa fina [CCF}, wsande el sisfema acetaio de eiilo-
hexano 2:3. EL producte sc extrajd con 25 ml de acetato de etifo, Lavando dos veces
con agua, dos con dedde actice al 5 %, dos con agua, dos con bicarbonate de sodic
al 5% y {inalmente dos veces mds con agua. A £a fase ohrgdundica sc Lo aghegd sulfato
de magnesio anfiidro para eliminar el agua nemanente. EL producte se concentnd en
notavapon.,

c. Reduceién con Infacético.

En 30 ml de deido acético glacial al 90% se disolvid el fenacil cstern del ami-
nodeddo, se afadichon 40 equivalendfes de zine en polvo pon cada equivalente de aming
dedde, se dejé en agllacidn vigeroza, ligudicnde fa teaccidn por CCF utdilizande af a4%
Zema cloroformo-metanol-acético 10:0.5:0.1. Cuando La keacedidn se LLevd a cabo do--
Lalmente, La mezela de heaccidn de f4Ltnd prx celdifa y se favd cdinco veeer conr 15 mé
de dedido acético al 90%; el {{€tnado sc concentnd en rofavapen y se defé on deseca—-
den con pentéxide de §osforo por dos honas,

- EL producte se disolvis en wina mezefa de agua ¢ acetateo de etifo ¢ se Lavd --
con una sofucidn satuwda de clorune de sodio pox des veees, La jase orgdnica ae fa-
ud dos veces mda con deddo clftnice al 5% y se elimind ¢l exceso de agua consuffdto -

de magnesdio anhiidro. Deapués se soncentrd a un méindmo de volumen y se agregaten 50
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mililitnos de fexano calentads a 50°C y se congefd en un baijo de hielo seco-acetona
con el objeto de preeipitar el producto y poder decantar el hexano, que conticne fa -
acetegenona Liberada en La reacceidn. Eita ope,mu.uu se nepitid thes uccez, para (’,&L
minar el mdximo de acetofenona. .

.d. Aéopﬂmni.ento del Boc-Asn-fenilacCtico a £a Amino Me,m k&sina.

La amino.metil resina se Lavd thes veces con closruno de metifeno, dos veeces --
con trietilaming al 5% y nucvamente con cloiwro de metileng trhes veces., EL derivado

de aminodeido se disolviG en 10 me de DNF mds 20 me de clowuwro de metileno ¥ se agae

g6 a £a nesina defandose en agitaciGn por 10 minutés, thanscwinidos Estos se agaega-
" non 1.3 mmoﬁeé. de hidroxibenzotriazole y se defd en ag&tauo’n. Despuds de diez mi--
nu,taa. ée aghegaron 5 gatcu de thictilamina iy 1.3 mmoi’.u de ctcuc&:hexdcmbodm;uda

fDCC} defando en agutac,cdn a atempma.tu,m amb.dente PQ(L .36 honas.

I3

B. Aca,tétac,_c'a‘n _de Los Grupos Amino L,{bfau’-‘g-‘ . .

© A La nesina con el amineddido pegada [I{ocﬁian—r-"a{n Resinal se £e agregaron dos
miLilitnos de pinidina y dos milifitros de anhidrido acetico. Después de 12 horas
de agitacidn a Lemperatfuna ambiente se fav6 La resina tres veces con elomwro de me-
Zileno, dos con isopropanol y tres con cloturo de metilfeno. 7

A paitin de este momento se procedid a acop(’rut uno a une £os aminodeides de -
acuerdo a La secuencia deseada, siguicndo Los pasos de desproteccidn, neutralizacidn
y acoplamicento de acuerdo al esquema de La f{gura 2.2

EL contnol de eada acoplamiento s¢ realizd deteaminando Los grupos amino Libres
siguiendo £a técnica de Sarnin y col., 19E1.

Para el trabajo desciiteo cn esta fesds s¢ 54,»1‘&&7(1&0:: Los péptidos .indicades -
en £a tabla 1. -

Los paptidos conrespondientes a fa secuencia ca)'zbox,i,ca teuninal de La Noxius--
toxina, se ddinictizaron a partin de La misma l'lﬂ.é-{-,ntiw:& completar ef péptide descado
se tomo pate de £a resxina y con el xesto se conunuo Lm sfntesdis del siguiente pép
tido, Se empezd con trhes gramos de resina y se Aacu un glul.mu cada vez.

Parn ef plptido cornespondiente a £od p’ummo.& \J(’.,t.l]-tﬂ aminodeidos [J'WXJ 20)
se prepand Lgualmente £a Pam-Resina, solo que con "ol mnc;1odudo Leucina, particende -
de mediv ghamo de resina. :

EL péptido NTXIHQ, se  sintetizé a partin de cﬂono metil- Re,!a-um come se desend

.'-‘
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c. Sepaﬂaudu de. Los Pép&daé de fa Rc,suta por Tratamiento con Acido
Ftuafdu,dmica. . o

la Aeacudu con deido 5£u0fdudn.£ca se Llevd al cabo en un aparato especial -

{Pmmww’!a Tipo 11).. _ Se colocd Ra nesina con [24 pé;mda en wit kecipiente de este
.apa)m,to y se Le ag!r.egd 90% en uoﬂwneu de. dedido y 10% en volumen de -am'd,ot, se dejé
£a” aaucua’n por 45 min. en agbtac,c.ﬁu en un baife de hiefo-agua {0°C).

' “Se-evaporo totalmente of deido y se procedi@-a extraer el péptido que quedd
-‘adheu'do a La resina, Lavandose prdmero con 100 me de &ten.etildico para efoninan
el a:u.aoﬂ y exirayendo despuds con 100 me de dcido: aeético at 3% con un equivalente
“de MOMMOL por cada eisteina presente en La dccuenc,m Se evapono’ e deido

acético y ae Liofilizaron Los peptidos. . g ‘ i

2 . P)Luebaa de Toxicidad.

La toxicidad de Los péptidos sintéticos, sg pf:obo’ pa)a Anpeccidn -uut/mpMo-
neal, de Los péptidos s0les o acapfadas a albimina, a ratones afbinos de 18 a 20 -
“gramos de peso, mismes qie son seis.ibles a .Ea toxina nativa,

EL péptido NTX se pfwbé' ademds por ingecediln ventnicuban {cerebral) o sub--
cutdnea.

-9

A,  Acoplamicnto de Los Péptm'oz, a Aﬂbumura {Goodgriend T, L. y col,,
1964). - -»,_

Se disolLuienon 10 mg de albimina de ratén ¢ 2() mg de péptide juites en 0.5 me
de agua. A esda mezefa se £e agregd 150 mg de 1-etit-3-[3- dimetil-aminopropil)-car-
bodiimida disuclta en 0,25 m€ de agua. La mezela se dejd reaccionan ponr dos horas
con agitacién a temperatura ambiente. la neacc,ic;'nt?' se teuming pon didlisis contra -

agua pon 24 hoxras,

-

3. Obtencidn de Antisuchos.

A. Obtencidn de Anticuerpos aitfté-péptid.:f::.: :

Se fommaron dos. Lotes de ratones albines henbﬂwa de La cepa BALB/c, con ghu--
pos de 10 hatones cada uno, Un Lote se Lfnmunizd Cﬂ_:‘;‘:{_:foé péptidos sofos y el otho -
con Los péptidos acoplados a albimina de ratdn, .'Alﬁq@endo el csguema de La tabfa V.

Loa péptidos conrespondientes al extremo amio-teaminal acoplados a albdnina,
resuldaron sen toxicos, por Lo que se inyectaron 451;5;.50 ug en Lugan de 200 ug como
con £os demas péptidos, . o e

Los natones se sangranon por puncidn ccularn, dmpué& de £a -te)ace,m Anmotdza—~-
eion, EL volumen extraido fue aproximadamente de mo ‘ul. Se sepand el sueno por
centalfugacibn y se congeld a -20°C, para su estudio. pa.sz(')uan
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'B. Obtencidn de Anticueapos Anti-NOxiwitoxina Nativa.

A un ghupo de cuatro natones de fa cepa BALB/e, se Les inmunizd con fa -
Noxiustoxina na.twa acap£ada. -a- albumina de Jm.tdu, A&gu.ccmdo el mismo esquema de
.uunmu.zaudu que se utilizdé para La obtnnudn de am‘,f.cue}apods anti-péptidos, pero
-An Jec,tando s0Lo 30 ug de toxina cada vez, .

_ _Los natones se sangranon ft,nd.w.tdua{mentc a pahLUr. de fa tercenra mmwuzaccd’n
ohtemendo amownadummtc 50 uf de supno pcm fza.tﬁn Este suero ae congeld a -20° c
para su posterion estudio, : : ' ’ -

4. Técnicas Inmuuoqu.inucaé

La presencia de ‘antlcuenpos amtc.—péptcdo se de,tzc,té' poa fmmunod&ﬁuudn. Las
pfzuebab de eompetencia y titulacidn drz Los Aue}wa se nea&ch por )Ladm.uununoaurﬁu-
848 y pon Lnmunoensayo anzund.tf_co. T R - -

A. Radioimmunoandlisis [RIA).. .

a. Ti,tuﬁaa,ézfn de Los Antisuchos. - ] z

La Nox{ustoxing nativa se mared con 221 usando el método de Lactoperoxidasa-

Hzoz {Morrison M. y SicoBayse G., 1970}, obieniendo una actividad especifica de --
5.1 Ci/mmol. e

Los suenos se probaron en difucioies de 1:100 hasta 1:100 000. Todas £as di-
Luclones se hiclenon con amorntiguadon de §osfatos 5&&:10 con 1% de albdmina sérica
bovina (PBS-BSA).

Se mezelfaron 100 wl de.cada difucidn de sucho con 100 ul de NTX-IZSI .
{20 000 cpm), aproxdimadamente 1.7 pmofes., Despubs de 6 horas de incubaeidn a 4°C
se afadienon 50 ul de Lfnmunoglobulina de conefo anti-natén [scégundo anticuerpo) -
dejandoleo neaccionar a 4°C pon doce honas. La mezela de Aeaccidn se difuyd con 2
ml de PBS-BSA y se centnifugd a 3000 apm por 30 mip, Se descarts el sobrenadante
y se contf La tadicactividad presente o el precipitade.

Las cpm querse encuentran en el precipitado.son proporcionafes a fa cantidad
de NTX-'2°7 reconscida pon £os suenros probades. Se graficaron cuentas pon minuto -
contra Logaritmo de Ba difucidn del suero. Cada expenimento se healizd pon tnipli-
cado. Los datos de £as grdficas conncsponden al pspmedio de Los trned experdmentos.

b. Tusayo de Compc,tum,m de Los Peptidos Sun{étccaa con stuuatuuna
Nativa, : o

La toxina gnfa o Los pEptidos sintfticos se prebaron desde 0.7 hasta 1000 -
pmoles. EL volumen de neaccién utilizado fue de 200 ul por cnsayeo, Lo que signifé
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ca que £a concc.ui;mudn dc'. La .tox,ma v de &M pépudms Ae. c.b.tudx.d el un rango de
0511”&5:1“ ' ' _ : e - .

La. .tox,r_na dn.ta o Lo )Jlfpattffo.b se rnezc{:mou can £a toxina marcada {20 000 --
_cpm} ysele a::adcd el -6(1(!)10 an.tf. taxina na.t«_va. NI una Muuﬁn 1:200., Se dc;a)wu
: compe,tu:. pon. doce ho)uu a 4° c. Se agncgfvwn 2 mé " de. T’BS—BSA a cada tubo- tf e con--
' mﬁugtf a 3000 npm pox 30 min, : : '

Lcus epm dei’. pfmu;u,tado -LIICLLCG.H que atauto se de,.sptazd La lzeacud’n de Iia NTX
mzvzcada eon su mmcumpa por La NTX 5)z,(a o Los pdptcdoé.

Se. gmﬁ-ccd ponuanto de inhibicién convm cantidad de péptido o toxina,

B Ilununoanéa_{a' Enz,c'.ma,t{co‘ [ELISA]. . .
a T«utu}iaudu de AlthaueﬂM '

Piiaca.& de uuvdi de 96 pozoa {Coaian 2596) se accubiicnon con £a fraccién 11-11
del veneno del alacrdn C. Hoxdus [100 uf p(m cada pezo de una solucién de 3 ug/ml en
amontiguadon de bicarbonato 20 mM pH 9.2}). '

Se probaton dituciones de Los sucros de 1:320 a 1:100 000. Lay diluciones -se
hicieron en solucidn de PBS-BSA mds 0.1% de Tween 20 y 10% de sucne comencial de ca-
ballo (Biocel.-

 Se colocaron 100 wl de cada-dilucidn de '5::0;@. en Los pozos de Las placas recu-
biertas con La graccidn IT-11 y sec .defd »'c'c.acc,éd:'ic_‘t{c a 4°C por doce honas.

Se Laud La placa por cinco '\.;acéfs con PBS-0.1% de Tween 20,” se afiadié a cada -
pozo 100 wl del segundo anticuenpo acoplado a peroxidasa {Ig de conefe anti-ratdn)
dejandofo neaceionar pon thes horas a .fe:npe.lzaima ambiende. Lla p(faca e f.aud edlhee
veees con PBS-0.1% de Tween 20. ‘

las pfacas se nevelaron con una solucidn de ontodenilendiamina 0.4 mg/me con °
0.4% de hidroxipenoxido de urea. ~Se Lea fa absenbancia @ 490 mwm. Se gragics absonr
baneia contra Logarnitmo de {a dilucidn. .

-

b, Ensayo de Competencia de £0s PLP&dQé Sintétices con NTX nativa pon
ef Método de ELISA, T

Se pacbaron diluciones de Los péptides Atntéiicco& o de La NTX nativa de 100 a
0.0001 ug/m€ en FBS BSA mds 10% de sueno de caba.&f.a Se mezelaron 200 ul de cada con
centracidn con 200 ulf de una dilucidn 1:320 dE éuc)to anti~-NTX nativa, se dejd rcac-
cionan La mezefa pun cuatro henas a temperatura rur%&ejbte.

De £a mezela de 400 ul se tomaron pox tuiplicpdo 100 wl y se colocarn en bm.a
pozos diferncntes de La placa de vinilo previamente necubierta con La fraceidn T1- 11
¢ se defd 7 minutos a temperatura ambienfe. Se favd cinco veces coit PBS-0.1% de --

Tween 20. Se aiadif el scgundo anticuerpe (100 uf por cada poze)] y sc dejd a tempe
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natiha a.uni_;ienie poa 4 loras, Nucvamente $e Lavd 5 veces con PBS-0.1% Tween 20, Se
fevels . La placa con ortefendCendianina como Ae deseilbid anterioamente, Se gragicd
La concentracién de péptido contra of porciento de inhibicion.

5. Sepanacion de £0s Péptidos Siitcticos pon HPLC.

. ;_jII.dA." pép&i_doé" sintéticos se paszion por una columna de exclusidn mofecular --
1-125 Whatman usando un amortiguader de ietilamina-fosfate M 2.25 con aceto-
nitnilo en una nelacidn 2:1 V7V, Se'usd un aparato, Hewleti-Takard con w §Lujo de
1.m/mén (Rivier J. E., 1960).

6. Andlisis de Aminodedidos. .

Se determing La ecomposicidn de aminodeidos de 2os pc'ﬁr,{dos adnteticos despuds
- de una hidrnofisis con dedido cloalldrnice 6 N a H‘O C poer 20 horas, cn un analizadon
attomdtice Durrum D-500. [Moone S, 1972).

7. Andlisis de Hidrofobicidad.

Se analizd La secuencia-de anincdcidos de La Noxd{usioxina por Lndices de fridro
dobicidad de acuerde a £a técndica de Hopp y Weods 1981,

-
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TV, RESULTADOS V DISCUSION.

1. . Péptidos sintetizades.

- Los péptidos sintetizados coresponden a aec-:nicnu’a,s de aminodeides de La -
' Haumiouua dwl’. veneno de,E alacndn’ Cc.nx)umox_dc,s noxius, como se muestra en Ea -
tabfa 1, : ' ) _

La sintesis se aiguid po;t medio de andlfisis de aminodcidos y controlando Los
acoplamientos por detemninacidn de g}zupaa amine Libres. TDespuss del thatamiento
" eon deddo 6£uonh€dnl¢ca paad separar a.£os pépadoa de fa kesina, se Les healizd
.and&EA{A de aminpdedidos, ob,tmu.o_udo £04 nesubtadel mostrados en La tabla T1.

Come e puede observar en esta tabfa Los pépiidos pequeitos, Zicnen una compo
- scidn de aminodeidos muy parecido a’ Lo espeaade {pgptidos NTX_‘-}O 39s NTXN 390
NTX; g} y se observa que -La cc-mpouudn de amwmfccdo.s va difiniends de Lo espera
do confomme qumenta su ndmere {30 y 39 aminodedidos), Esio cs de esperarse dado -
que. al aumentar el ndmero de nresdidues aumenta también el impedimento estériico y -
esto hace que afgunas de fas cadenas pofipeptidicas que se estdn foamando gqueden
altenadas. ' _

Existen tnes clases genenales de productos colaterales que se producen durar
to fa sintesds eon fase adlida {Sarfn y col., 1984). Une de dstos se preduce pox-
delecioines de péptidos que gcturre cuande La .cadena polipepiidica no estfd accesi-
ble temporalmente para La neaccidn pero despuds aucvamcnte 60!1;11{1 paite en La sin-
tesdis, Otro producto colateral et porn tewminacidy de péptidos, Los que se produ-
cen cuando fLa ecadena pelipeptidica interrumpe permanentemente su checimiento en -
algin ciclo de La s.fntesdis y modificaciones de péptidos Los que ae producen ponr -
una variedad de neacciones quimicas faterales.duwrante ef ensamble de £a cadena o
separacidn de £a nesina, ' - —

Las deleciones de péptidos, contiencn Los extremos aming y canboxilo teuninal
pero Les falta wno o mds readduos internos. Les pépiides terminados o contos tie-
nen connecto el extremo carboxife teruminal pere Les faltan Loa residucs del amino
Zenminal y Loy peptdidos modigicados pueden Zenct ol ndmere conneeto de residuos pe
10 sus csthucturas alieradas de alguna foama. .

Mewifield ¢ col., han donostnado que dxgate. hasta un 81 § de efdeiencda de -
sintesds, adn cn cadenas de 60 residuos de aminodeddos (Sarin y col., 1984).

A pesan de eatas fallas, La composicidn de aminodeidos de Los péptidos sinte-
tizados no se aleja mucho de Lo esperado y wos huce pensan que un gnan porcentaje
de péptidos tiene La sccuencia descada. S




© NTX

TABLA 1

PEPTIDOS CORRESPONDIENTES A LA NOXIUSTOXINA (NTX)
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TABLA 1T

ANALISIS DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS.SINTETICOS _ -

30-39 TOXINA NTX,y_39 TOXINA NTXyq4 39 1~39 1-9 TOXTNA NTX

TOXINA NTX TOXINA NTX TOXTNA NTX, _
AMINOACTDO :
ENC. ESE. ENC. ESP. ENC. ESE. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC,

Asp 3.00 3 3.5 3. 3.4 3’ 4,19 4 1.00 1 1.00
TRE —* - - - - - 1.49 2 1.98 2 1.83
SER - - 1.97 2 2.65 3 ©3.29 4 0.98 1 1.69
GLu - - - - 1.6 2 1.91 2 - - 1,93
PRO - ~ - - N.D. 1 N.D. . 2 - - 188
GLY 0.75 1 2.95 3 2.96 3 3.0 3 - - -
ALA - - 2.02 2 2.14 2 . 2.06 .2 - - -
VAL - - - — - - 106 -1 0.85 1 0.66
MET . 0.93¢ . 1 - - ,0.97 1 . 0.95 1 *.0.97 1 - - -
ILE T - - - - 1.02 2 .17 2 11
LEY = - - - 0.92 1 0.94 1 - - 1.00
TIR 0.86 1 1.98 2 177 2 2.02 2 - - -
L1g 1.8 2 3.00 3 6.00 6 6.87 7 0.96 1 2.89
c1s. N.D. 2 N.D. 3 N.D. 5 N.D. 6 | N.D. 1 N.D.

" RENDIMTENTO _

SINIESIS % 64,3 61,0 61.4 71.5 ' 89.0. - . 47.7

* a,a, AUSENTE EN LA SECUENCIA ' '
ENC., sdgnifica Encontrado
ESP., significa Esperade. "
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En La tabla sec puede notar que el aminodeido {sofeucina, aparcce baje on -
todos Los. casos. Esto se debe a gie eite aminedeido se encuentra en un enlace ife-
iLe, 'e,fi cua,c'pan_ sen wn enlace dobLemente hidfadﬁffbico, (L) diﬁe’cé& de LLevatr a cabo,
_'.ééta por el £ado de fa sfatesis (Eskok y Kailfson, 1970}, Por otro {ado, en el wo-
me:u*.o de £a l'udndb.éu deida, es asl mismo un enlace d.l_ﬁ(c,(,E de rompen y Los andfd
sds maét)mdaﬁ ﬁuc)wn nealizados por una hidn6lisis noamal de 20 horas, pata que -
este da.ta sea may congiable, el m:(L&uLs Send nccc,ba,uc:r haces una hidadlisis de 96
honas, - _ . -

Los aminodeidos serina y Trecndna, se wieuentran Lunbi€n bajes en afgwios ca-
504, esto también se puede deber en parte a que c.sics aminodeidos son sensdibles a
La hidrglisis deida y se degradan ewn wn pequeiio pouceniaje, para deiesminar su con-
centracidn exactz se debe nealizan andlisds de amiiodcidos a diferentes tiempos de
Iudndm.m {20, 40 y 72 horas), y graficar su concentracidn contra tiempo y ext,mpo
“Lan a tiempo ceno.

Los rendimientos de fa sintesis se caleufaron cn base a £d cantidad de péptido
esperada, Lomando como nefeaencia £os equivalentes ded }BLerm aminodeldo pegado a
La nesina y La ecantidad de péptido obtenido. :

Como Lambifn sc puede obsecavan en La tabfa 17, owcepio pon el péptido NTXI.-QO
en general Los rendimientos de sdntesds fucron buenos, considerando que se obtuvie
non cantidades de 100 a 300 mg de péptideo {seqiin su famafio), cantidad mas que sufd
ciente para healizan Los estudies de caracterizacdon de La foxina.

7. Purdficacidn de £os Péptides Sntéiicos.

Para aaben de una gomma ecualitativa si tenfamos por Lo menos una parte de fa
Loxina sdintética [NTXI—-S‘?) en wna confermacddn parecida a La que tiene £a NTX natd
_va; corrndimos. en paaalelo una efectrofonesds en geles de acetafo-urea-alaninz def -
sdstema de Redsfeld {Relsgeld ¢ cof., 1962). la Noxdiustoxina ticene fLa caractenris-
Lieca dp que en eate siatema efectrofordlico migra con el matcadon de cofor del gel
por Lo que es muy {dedll scguinla iy comparan nucsina foxdina sdntétiea. En La figu-
an 3 se puede observar claramente que tante La Zexina sdntética (gel 2} coemo La
toxdna nativa [gel 1) migian con el indicadosr de color [pinondinal,

Se nota cn fa parte superior a £a banda de La toxina sintética un baviide, -
que nes Lndica La presencia de wia mezcla de pdptidos modificados.:

Debido a cstos resuftados se decidid purdfican Les plptidos pon chomatoghagda
Lfguida de alta hesolucidn [HPLC), wsando una columna de excfusddn melecularn T-125
Whatman, Esia columna tiche un 2ango de sepasacidn de 70 0007a*1000 {figuta 14),
por Lo gue podidamos separan Los pelimeros de alto peso molecufan gue se pudichon
doman por wiidn de Loz peptides por medie de puentes disulfure, de Cos péplidos -
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Figura 3. Electrofonesis en gel de poliacrilamida de £a NTX, en el sistema
acelato-unea- alanina (Reisgield y col,, 1962).
Gel £ 50 ug de Nox{ustoxina nativa, gel 2 50 ug de NTXI_396-£lLt6ti.cﬂ.
A. sdgindifica punte de aplicacidn, C. I. colormnle indicador.
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peguciios. .
Ue faa {igunas 15 a £a 22 4c muestnan Las grdficas nesultantes de La purifd-

caeion por HPLC de Los dzt_dmewtcé péptidos, corroborande que en péptides pequefios
La sintesds en fase sdlida es eficiente y que confomwne aumenta el mimero de aming
dedldos, aumentan Los ennones de sintesds {peptidos contos, deleciones). Se puede
observan qﬁe £os extremos -amino teaminal N‘TX}_9 i erl_w y Los extaemos carboxi-
Lo ,te,'uuiua‘f,, NTX 24 39 ¢ NTX, _5q-nuestian un pico prinedpal mayoritario con peque
flos picos contaminanies. Ceonforme aumcinta ol tamaiio de Los plptidos se cbichiva -
£a aparicidn ‘de nucvas picos, encontrande Gue £a toxina sintética completa --

. [NTX]-B,?I muesina cuatre pdices, cf pico 3 Lienen ef misme tlempo de retencidn que

La toxina nativa y el pico 2 tiene ef tiwmpo de retencidn cortespondiente a su pe
40 molecufar. La toxina nativa tiene un tiempo de reteneiln mayor al correspon--

- déente a su peso mofeculan, posiblemente wok cfeetd "de conferumacidn.

De Los picos prineipales obtenidos por purnidicacidn en HPLC, de Les diferen
tes péptidos se realizd andlisis de aminodedidos (Tabla VI) mostnando que &atos co
aresponden a Lo eape}mdo, indicando que £a magor parnte de pépiido tiene fa Secuen

cia descada.
Como se puede observar en esta labla, de Los plco obte:udo& de £a toxina ---

conipﬂcu‘:a (NTXI_ 39] el que cortesponde mds en composicidn a La Xoxina nativa es ef .
pico 2, el pice 3 que safe en el mismo tiempo de xetencidn que Pa foxdina nativa,
era ef que se eaperaba que fuviena La compesicidn -mds parecida a £a de La nativa,
se piensa que tal vez este plptido Lfenga una conformacién simifar a £a que Liene
La toxina nativa. ’

3. Toxicidad de toa Pépudaé SintEticos.

Todos Los péptidos A&nté&.ca& fuenon ensay JddOé en cuanto a su foxiceidad. Se
utilizaron ratones albinos de £a cepa CD, L entat 18 y 20 gramos de peso coaporal,
La {ayecoidn ae efectuo por thes vias diferentes: subcutdnea, intraperitoneal e in
thaventiicufan {cerebrat). También se enmym‘aon Lus mismos pptidos acopfados a -
albdnina sénica de raton, )

Como ef primer pépiido que sc sintetizé fue el camm:;o::d¢mtie a La secuancia
amino temminal de La Noxiustoxina (NTX,_ gl, ate ﬁue e primero estudiado (Tabfa

7111). g

.

Pox ecatudios de otras toxinas y analogia con estudios tridimensionales de &s-
fos se pendd gue posiblemente ef exthane amine tewninal estuvienra expuesdo {por Lo
genenal en Los péptidos y protelnds £os extremos amino y carboxilo estan expucsios)

{Suteliffe y col., 1982},
Awngue se Lngecll wia dosdls eﬁcvada de pe'pado, 200 ug laprox. 0.2 wnoles}.
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Figura 74. Cwwa. de ‘calibracién del mdtodo cromatogrddico (HPLC) para La Aépmc.{.dn
' de Los pepiidos sintéticos. -
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Tiempo de Retencion (min.)

‘Figuna 15, Sepm&ddn del péptido NTX, o pon HPLC wsando una columna de exclusidn
: : moecular 1-125 Watman,.coh 2morz.t{guado-‘r, thietilamina~§osfonico {TEA-
PO‘L] pH 2.25, con acetommdo en relacibn 2:1 VIV, con ﬁf.u_fo de 1 m&/min,



—Tr 9,32

10.90

J

Tiempo de Retencién { min.)

E.i.gm&. 16. Sepanracitn def peptido NTX;_,q POL HPLC, on 2as mismas condiciones
de La giguwra 15.° .
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Figuna 17. Separacibn del péptido 'fo30_39, en fas mismas condiciones que £a §4ig. 15.
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Figuna 18. Separacion dek pEptido NTX,, 5o, en £as mismas condiciones descritas
: en La gigura 15. ' - -



Tiempo de Retencidon {min.)

‘Flgura 19.  Sepanacifn del pépitido NTX,, .4, en fas mismas condiciones descritas para
. el peptido NTX, ,. Loa nhbitd entre patefesis, son con Lod que se Les -
designe a Los p.c.goé. ‘ .



Tiempo de Retenciéon (min.) ' .

Figura 20. Separacién del péptide NTX, gr @1 Las mismas condiciones descritas en fa figu-
na 15, . Los rdmenos entre phidhitesis <ndican ef ndmere de fa raceidn. :



Tiempo de Retencion (min.)

-

Figuna 21. Separacidn.de JE@ noxiystoxina nativa por HPLC,
‘ desciiitas para Los péptidos.

en Las mismas condiciones

e



JFAgura 22.

<~
Q
oy

Tiempo de Retencion (min.)

Recnomatoghaglfa del pico 2 abtemdo de 2a cromatoghadla def pep.tc.do NTX,
[Fig, 20) en Las mismas condiciones.

-39



TABLA VI

ANALISIS DE AMINGC ACIDOS DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS

ol ‘ PASADOS POR UPLC, COLUMNA I-12S5

"

NTX) _54(2) NTX) 54 (3) WTX, 45 (4) NTX,q _4q (2} NTX; 50 (1)
AMINO ACIDO : = —

’ ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP.
ASP .00 4 4.00 4 a.00 4 3.00 3 1.23 1

TRE 1.97 2. 1.31 2 0.61 2 —* - 2.30- 2
SER 4.05 4 31717 4 2.48 4 2.82- 3 2.38 2
GLU 2.34 2 2.05 2 1.23 2 1.89 2 2.38 2
PRO 2.35 2 S2.11 2 1,90 2 0.99 1 2.07 2
GLI 3.31 3 3.34 3 2.70 3 2.99 3 - -
ALA 2.16 2 2.24 2- 1.64 2 2.07 2 - -
AL i AN 0.42: .1 -~ 0.063 1 - - 0.91 1
LmEd 0 1.0 1 1.0 1 " o.86 1 0.97 1 - -
ILEV 1.34 2 0.8 2 0.4 2 - = 1.51 2
LEU l.12 1 1.02 1 0.65 = 1 0.98 h 1 1
TIR 1.91 2 1.85 2 1.52 2 1.7 2 - -
LIS 6.88 7 6.45 7 5.36 7 5.68 .6 3.14 4
cis N.D. 6 N.D. 6 N.D. 6, N.D. 5 N.D. 3

ausente en la secuencia '

*‘a.a.

A
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el ratdn tardo euatro ha)zcu et mordit pres c.ntanda Los mismos 54.n.tcrmab toxicos que
se observan cuando sc .i.uycc,ta. La toxina nmua (de €sta se aequicte 0.05 unoles o
el natdén muere en una hora).  Eaioe 1OS puede _4.11d4.c:M. que el sitio activo se encuen
tha pon el extremo amino teaminal, pm'a que h&duic)z.a de una pante p del reste de La
moiiécuﬁci pana tenen La confeumacibén adeciiada que Le confiere mds potencia o se po-
d):,&: pensan también que s0fo una parte del pépa';cdo 4uut¢t¢.co dittyectado adopté La -
conﬁommc,r.ﬁn tal que Le confinid rtc,twcdad 0 que ﬁue neconoeldo por el necepton --
~adecuade, pon Lo que La potencia puede ser €a mirma o {ncluse magon.,

Los nesulitados obtenides al administran el pépﬁdo pon diferentes vias, nos
hacen pensar que posibfemente ef péptido ne sea de fdeilf difusidn para LLegar ak
sitio de dco&&n ya que ponr via mbcu,tdnca el ratén no 2Legl a mo)uun sine sofo pre
sentd sintomas de toxicidad, no asd pon via Antraventriculan, con Lo que se acelend
La muerte del andmal ya que directamente se d{noculd g el sistema nervioso (£a No-
xiustoxina es una newrotoxina que actua sobre el cauaf.’ de” IJDI(L'.’)JLO se pega @ sdnap
- tosomas del sdlstema nervioso central de adtdn). " Se observa también el edecto de La
daéri,é Lo cual concuenda con Lo diche antekicmmente.

Los datos de Ea Anyeceidn intraperitoneal de todes Los péptides se muestran -
en La tabla IV. Lod péptides .comrespondicnies a Las sccuencias carboxilo teuninal
no guehon t6xicos en este sistema. A pesar de gue se esperrba que La Loxina com--
pleta fuera tLoxica, principalmente porque electhoforeticamente migha igual que £a
toxina nativa y pensando que Liene una conformacidn semejante a ella, €sta tampoco
jue. toxica. Posiblemente existe una competencia Jt;b‘h.' La presencda de péptides mds
pequeiios ¢ bien el. porcentaje de toxdna con La miamd congornmacidit sea fan pequeia,
que no sea sugnciente pana que se puedan obsenver sintomas de toxicdidad,

Ponr el contrandio, Loy extremos aming Ie)unén&f‘sfé fueron Xéxicos. Como se ha-
bi{a mostrado ya para La NTXI g, también La NTX, gg Bue Xdxica, se obsenvd que af -
acoplan catos péptidos a albidmina de natdn awnmwa su toxicidad, posibfemente con
el acoplamiento adquieran una conformacibn gifa _[r@s esfable] que reaccfona mds fa-
cilmente con su receptfon, Se ha hepontado en La Litenatuna que Los péptidos peque-
ifos en solucidn acuosa, no fdcilmente adopian estructuras estables, por fa auschcia
de {uerzas dadas para ef enrollamiento de Las 'p!r-oitéfinaa (Miman H., L. y cof,, T983).
Estos .peptidos pueden sen 6i’.ex/;2b-(’.e,& con formacionalineinte ¢ se pueden inducin en . -
elfos afguna conformacidn para fa interaceddn cop Gtnas proteinas (Patenson Y. --
1985).

e * 0w
s, -

4. Pauebas Inmunoldgicas,

A.  TDeteceidn de Anilcueipos An»té—pép»tidbz ‘Sintéticos,
Ratones albincs hembras de £z cepa BALB/c se inmunizanon con Los péptidos sin



TABLA T11

TOXICIDAD DE, N'l‘xl_g

DOSTIS

VIA DE ADMINISTRACION

INTRAVENTRICULAR

INTRAPERITONEAL SUBCUTANEA
200 ug SINIOMAS DE TOXICIDAD A SINTOMAS DE TOXICIDAD OONVULSIONES A IO0S 12 MIN
105 20 MIN EN 20 MIN (HIPEREXITA-  MUERTE EN 14 MIN
MUERTE A LAS 4 HORAS BILIDAD, . STALORREA) (CONTROL CON 20 ul DE AGUA)
. NO MUERTE -
T 100 ug —_— ‘ NO SE OESERVAN SINTOMAS  SINTOMAS DE TOXICIDAD
L : . ' DE TOXICIDAD MUERTE AL DIA SIGULENTE
20 ug — —_ CONDUCTA DIFERENIE A LA

OBSERVADA CON NIX



(TABLA TV

IOXICIDAD DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS

“'PEPTIDOS SOLOS  PEPTIDOS ACOPLADOS

A ALBUMITH.
ONTXyl39 L T sl : -
Tx30—39 - , -

'.NTXZI 35 - -
. NTX13-39 - ; -= -

. l ) -‘

NTX1-20 + . wD

NTX, g + + +

II 9.2.21_10* - e ++

HIBRIDO: ’

NTX 4+ IT 9,2.2, + g + +

1-9 1-10

- Significa no tdxico * ' .

+ Significa t6xico en una dosis de 200ug/20g pesc
++ SBifnifica t6xico en una dosis de 100ug/20g peso
ND No determinado ;

¥ Este pcptide sc descaibic en el aapL‘.wCo del dibro incluide
©en cste taabafo [ver inelsolVi11), .
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-tétc.cod s0los -0 acopﬁndab a a,wanu:a de acuvzda a,ﬁ uquema p&cacnzado en La fa--
bea v, Pcuza eﬁcc,ta de .mmmu.zaudu de tht.uzmwn .toa péptidos obtc;udo.s dinecta-
mente dupua da £a Jmp«‘twm con HF, pcm £a .tauta M_n pu!u54ca)t pon cyzomrdog!m‘i[a
uqu,cda. i R : -
o Se de,tectd £a pimm:ua de. mmcue}q:aa.a poa uummodfcﬁué.{ﬁn después de a quin
2a .uunwuzaudn. Pana Iodab Los denas estudios 8¢ usd el suero obtenido despuds de
:£a éep/tf.ma Lhamunizacitn,

Primero se.engrentaton Los sucres obtenidos de Los Jateones (nmmézados con Los
“difenentes péptidos con sus {imundgencs piana saber sé existia nespuesta omundld--
glea a ellos. i

Una vez que s¢ obseavs J'Le,apue/.'.-ta ,utmune e..s/to-.s antuw.mo& se enfrentaron a £a
toxina sintética cmnpﬁc,ta, para abamum qué an-tccue):paé lque negion de La moléecu-
‘La) enan capaces de reconocer a La toxina completa” pudiendo infernin -que negidn de
La molécula estd expuesia (Fig. 4), se p}wbaﬁoiz tanto Los sucros obtenidos de ﬁo.& -
ratones dwmundzados con péptidos solos como de Los acoplados a albimina, observan-
do -igual nespuesia cn ambos casos. -

Se usd como antfgeno a fa Zoxina Ani@tcca acoplada a albimina, ya que no se -
obsenvd banda de precipitacidn cuando se usd s4n acoplar a albimina. .

Apanentemente en La toxina sintética aceplada a albimina se encuentra expuutd
La negidn canboxdlo teuminal ya -quc'_ existe reconcedimiento {banda de precipitado) -
por pante de Los anticuenpos que fucron £cvan,tado?:.'cou,t}1a Los fragmentos NTX30-39
Y NTXg1-39 o
Después de observar que Los anticuenpos cowtma Los 5):agmento¢ de fa toxina -
eran capaces de heconocer a £a toxina sintética com};ﬂe,ta se p!tocedcd a enfrentan -
eatos anticuerpos a La foxina nativa {Fig 5 y 6).

Se realdzd una fnmunodifusion, colocando en ef pocillo del centro a fa Loxina
nativa sofa y en Loy pocillos Laferafes a Los antisueros anti-pfptidos (Fig 5).
Observande £a ausencia de bandas, se penso que p‘o,'_\.{btcunu,te_ por Ro pequeie de fa -
toxina no es posible que precipite al !Leacc,ionm'd'on el anticueapo a4 es que Eate
Lo xeconoce. Para descastat esta posibilidad, Ac geopld La texina a albimina de
natdn (Fig 6] observando asf bandas de pheccpmdo,

EL antisuero anti- NTX, 39 obtenido de {nmunizar ratones con este péptido solo
y acoplade a albimina se cnfrentaton a La Noxmstoxx_na nativa, a albiimina de ratén
y al péptideo solo y al aceplado a albimina, ob&vr.u_ando en ambos casos reconccimiein-
“to de Los péptidos. -

Se obseava La banda de precipitade magon: ‘con c,C pépttdo acoplade a albimina
tante con el antisueno anti- NTX -39 come con el mnl!.bumo anti- NTX _ cttbu.mum.



TABLA V

ESQUEMA DE INMUNIZACION

"

Se inmunizaron grupos de diez ratones albinos hembras de la cepa
BALB/c, tanto con los péptidos =olos, como acoplados a albtimina.
Los péptidos 6 los polimeros con albGmina se inyectaron por via
subcutdnea en dos puntos subyacentes del lome del ratdn, de - <
acuerdo al siguiente esquema:

Adyuvante R Adj;uvante

Péggido ._conpleto‘ de Freund . -~ incompleto de Freurd
la semana . 100 + . : ! - )
2a semana ‘ 200 + . -
3a semana 200 ’ - S - + .
4a s.‘lemar;a ‘ ZOCé T .- . .~ + )
5a semana " 200 - . : -
6a semana 200 - ' - .

8a semana 200 - -




Figuna 4, Imnuna_d,iﬂuéidn en gel de agarosa af 0.8% en PBS.
Concentracidn de NTXI_sg-a.Ebumina de. 7 mg/mé

Tzquienda ° - Derecha
Centro: NTX; sq-albumina Y Centno: NTX,_3q-albumina.
Pozo Pozo

1 sueno NTX -afb. 1 suero NTX

2 sueno NTX30-20 aeh. 2 sueno NTX3973

3 sueno NTX) 257-alb. 3 sueno NTX; 35

4 PBS 4 P8BS



. Figura 5. 1nmunodl{gusién en gel de agcuwéa. af -0, 8% en PBS.
En el pocillo del centro se coloco noxiusfoxina en
una copcentracidn de Tma/me, en Los pozos £ate)m- -
Les sc cofocaron Los suenos de Los na,toneb Anmund-
! zados con Los peptidos solos.

~

12 .
g"\ r‘"’\

3@ ST, B
PR A Ay
A A I

a0,
: GL.-, “5

Figuna 6. Twmunodifusién en gel de agarosa el 0.8% en PBS,
En ef centne se coloco a La noxiustoxina acoplada a
albumina de naton en una conegnfracddn de 1 mg/mk.
En Los pozos Latennfes se colocaron fob suencs de
Lo0s natones Lununizados con Los peplidos acoplados
a albumina, suero preinmune {pozo 7) y PBS {pozod).
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_ E.s-ta pob&b{'.cmcu.tc, se debe a La presencia de cd!bumum en el complefo antlgeno-anti-
- cuerpo, o a ta p‘zc,scnua de anticuerpos anti- awanum. {ina banda d&bLL de precipl
.mda .utd.ma que existe neacc,cﬂn con el pépttdo Aaﬂo [Fig 7).

Pa)uz de,éca):.tm La presencia de an.t:.cumpoa anti-atbimina de ratén se angrenta-

. ron toa Auc)w-b de EGA hatones Oumunizados con £od péptidos acopfados a a£bunu_na -

con cLCbmmna de lm.tc?n, no obaervando A'IQCOIIOC.LIHLEiLtO (Fig 8}.

~ lLa otra paub&ﬂcdad que existfa, exa La presencia de anticuespos anti-albimina
-1:10d4_5-¢.cada pon La reaceibn con canbed iimida, por Lo que se probaren Los ﬂILt{_.SuC/‘lt)é
'antc.—pép&doa aﬂbwnum frente a abbimina thatada con crmbodu m{da (Fig 9 dzquienrda).

 Se- pudiera pensan que fas bandas de precipitado cbservadas de £a neaccidn de -

Los antisueros. anti-pépiidos-albimina, con La toxfna nativa aceplade a albimina pu-
 déenan deberse tan s0Lo a £a presencda de anticucrpos anti-albimina modigicada, -
peio o se puede descartan £a presencia de anticuespos que aeconozcan fambifn a fa
.tax,c’na' nativa, Para cemprobatr csfo se procedid a montar métodos mas Ac.néébfle,& que
nos pewvmitictan deteciat ant(.cucf‘tpaé que reconezean a La Noxiuatoxina sin que uutm
fierna et acarreadon. )

B, Tdtufacidn de Antisuercs y Pauebas de Competencia por RIA.

Se prwcedié a montar un método de deteceidn de La toxina mancada con '251 con

anticuerpos anti-toxina nativa, wsando un segundo anticuerpo para poder precipitar
el complefo. Una vez montado este métode se probanon todos Los suchos anti-pépti-
do frente a La toxina marcada encontrando que tan sole ef sueno producido contra -
La toxina sintética completa [NTXT 39} sin acoplar a albdmina, pudo reconocer a lLa
1251 (Fig 10). _

EL encontran anticuerpes anti-péptide que feconozean a fa protelna nativa ne
Amplica que eata regidn sea necesarimmente un determinante antigénice en fa molé--
ceula original, ya que puede ser una regidn expuesta gue natuialmente no es wn de~-
tominate antigditico princlpal. [Lewnen R. A., 1982).

Haciende aeaccionan ahora & Los difexentes fragmentos sintéticos con Los anti-
cuehpos anti-toxina nativa podemos darnes una idea dc posr donde se encuentna £a he-
gidn antigénica.

Los nesultados de Las compelencias de Los pé)m{doé con £a toxina nativa mosina

Zoxina mancada con

ron nuevamente (Fig 17} que £a toxina sintltica completa fue La wnica capaz de dea-
plazan a £a toxina nativa. Se requinid de aproximadamente mil veces mds de péptido
paia Loghrarn una inhuibicidn suficiente. Apasentemente, Aambién of fragmento de Las
tres cuantas parntes de La Loxina despfaza pero e menor grado.

La fomma de La curva de desplazamiente d £a toxina nativa indica £a presencdia
de un s0lo tipo de anticuerpo y La cuwiva de La Loxina sintética hasta 1000 pmofes -



. Figuna 7.

Fig_gu_za §.

Il‘nnmmdx’.ﬁu&.i_dn éJi gel de agarcsa al 0.8% en PBS.
Se wtilizd una concentracidn de noxiwsoxina de Imag/mé,
de albumina de raton 10 mg/mi, de NTXI 39-a(’.bununa Tmg/mé

.y de NTX, 39 1 mg/m£

Tzquienda - Derecha
Centro: -Suero de Los aatones Centro: Suero de £o0s ratones
Anmunizados con NTX, jq-alb. Anmunizados eon NTX, .4
Pozos Pozos '
! nox{tstoxing I noxiistoxina
2 albumina de raton ?2 atbumina de aaton
3 NTX; ;o-alb. 3 NTX, gg-atb.
4 NTX, 39 4 NTX1_39

Timunodifusion en gel de agaiosa al 0,8% en PBS,

En el centrwo se coloed albumina de raton en una concentra
cién de 10 mg/me, en L£os pozos Latorafes se coloed el sue
no ‘de Los natones .uunu:u.zadm con Los peptidos acoplados™

a albunina.
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Figura 9. Tmnunodifusidn en gel de agahrosa al 0.8% cn PBS.
Se wtilizb una concentracdidn de albunina de raton thatada
con canbodiinida de 10 mg/me, de N]'XI_sq-mEbwnina 1 mg/ml,
lZguienda ) Denecha

Contro: Albumina de aaton thata- Centro: NTX, sq-alb.
da con ecarbediinida, :

Pozos Pozos
1 Auene NTX ~akb, i suerne NTX
2 sueno NTXSD 3apnl 2 sucno NTX30ST
3 sueho HTXJ _sg*a.ﬂb. 3 Aueho NTXI -39
4 PBS 4 PBS
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—Log(dil.suero)

Figuna 10. T.itubacidn de Los sueros de aaton {nmunizados con £vs peptides y La nox.c.ua,tox,ma.
' posL RIA desputs de La septima {nmunizacidn,



INHIBICION

Figuna 11,

440
90 | : .
< NXgp-39
oL . 2
50 |- | .
<« NIXq-3g9 -
30 |-
10 | . :"NTX’YAT’-VA.
1 }

041 4 40 100 000

p moles

Ensayo de Competencia pon RIA, Sq, detemine g ,c'.nh.{'_bx'.c".gg. p&adum;,da posr
X nativa, NTX,~ R NTX” 390 sobre La unidn de fa NTX'®°T a Los anti--
cuenpos anti NTX ni%(ua. - ‘ .
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pareee ser que neaauoua con el mismo antc.cuc)Lpo ya que las cwrvas 450_ observan pa-
hwlelas o eon una sola pcnd.cente es Lwportante hacenr notax que o se pncbahcn con
cc:dﬂauauu mayane.d de pépudoa Yy esta curva. podiia LCegrvL a .mlu.bu .ta-tabnentc O
cambx,run de. pcndmnte .c,ndmando La presencia de otho .tcpo de mbtccueﬁpo tj/o mezcta
de :Jép«t(.dab. SR : - . R .

) €. Titulacidn de Antisucros y Paucbas de Competencia pon ELISA.

EA:COA experimentos se xepiticnon, ahora uscmdo el métado de ELISA, encontran-
do Los mismos nesubitados., Tan sofo el antbsuc,'w anti- NTX, 39 jue capaz de recono-
cen a La toxina nativa (Fig 13). Se observa que por esie métedo, La cuava de <thi-
bicidn de £a foxina sintética mucsira Lres penduen,tu, indicando que existen tres
conﬁa)'una'c,{aue,a- (o tres clases de péptidos) que son neconccides por Los anticuerpos
anti-Noxiustoxina con cﬁ}ié,'xewtes afinidades.  lLa primera pendiente dparentemente

es paraleld a £a cunva de inhibicion de ﬁa_Noxicbs.tc;x,ingz, Lo que indica que por Lo
nenos una pﬁmta. del péptido sintéiico Licnen fa misma confemnacidén de fa foxina na
tiva o bien podrfan exisatin thes tipes de anticuerpes ya que. s¢ esta wsando un sue
ho policlonal. *

- Se nepitieron £os expenimentes de desplazamiento con Los pEptidos semipurifi-
cados de €a NTX7_39 (picos 2, 3 y 4) suponiendo ‘que cada wio cornnecsponde o Las Lhes
pendientes obae,'wadaA en La curva de desplazamdiento de fa NTX, 39 {Fig 23}.

Se obserwva que Las fracciones 3 y 4 A&gueu mosthando Las £res pendientes que
mositnaba el plptido no pasado por fLa colunna I1-125 ¢ el pico ? muestra una sola -
pendiente.

La presencia de varias pendientes nes puede -dndicar que estas fraccioncs ain
ne estan puras iy que existe wia mezela de thes péptidoa que aon seconocidos por el
mL&mo.aJLﬁ.cuMpo pero con digerentes afinidades o puede sen que exista una mezela .
de anticuenpos que Lienen diferentes aginddades pon el péptido.

EL pico 2 que muestra una sola pendiaite y ademds es paralela a La mostrada -
por La NTX nativa, nos podnfa indicarn que estc jﬁiﬂﬂtédo es reconocido por el mirme
anticuenpo que neconoce a fa nativa pero eon rLr'.ﬁéfzcntc aginddad. Observando Los
andlisis de aminodeddos de esta fraceiln se nota-que precisamente este pico e el
que. Lienen La composdledidn mds cercana a fa de £a Noxiustoxdna,

Después de analizar Los nesultados obtenidos de Las puuebas de toxicidad y de
deaplazamiento, €sios sugienen que fa xegidin aming teaminal de fLa toxina sea La --
Anvoluchada cn ambgs. cases, Cabe aclara: que ot Loy experimentos de desplazamicito,
Los nesubtados obtenidos con Los péptidos amino Leaminal MT)(I_g i NTXI—ZO' preden
estan subestimados pucsto que estos péptidos no futhon todfalmente sofubles,

LY
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Figura 12, Titulacidn de Los sueros de ratan Lnmadizades con

os peptidos y Ca noxiustoxin
por ELISA, Despues de £a septima {nmmunizacidn, - g 4 _ a
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Ensayo de Competencia por ELTSA.
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Figuna 13,

Se probo {a «én{;ébiu’.dn ;'a!:,odue,f'.da. pon
39> 40bre La wnidn de Los anticuerpos antis
cubierta coh fraceidn 11-11 del veneno de

'



% Inhibicion

100 NTX

pePO
N

Figura 23,

C. noxdus.

| og C  (eg/mi

Ensaye de competencdia por ELISA, Se probd La {nhibicién producida por
NTX nativa, Las grocclones 2, 3 y 4 obtenidas de fa cromatogragle del

péptido NTX

nativa a £La

I {Fig. 20}, sobre Ba unibn de Los anticuerpos anti-NTX
18de s6tida ciibienta con fraceidn 11-11 def veneno de —--
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¥ . CONCLUSIONES.

Se sintetizanon, é-ig(_u'.mtdé. el método de Mearifield, seds néptidos que cortes-

. ponden-a’ fracciones aming y carboxilo tewminal de fa Noxiustoxina, toxina def vene ’

no del atacadn de Nayarnit Centruroides noxius Haﬁﬁmmm que actua sobre el canal de
poiasio en axones gigantes de calamax,
EL nendimicnto genenal de slntesis fue del 60%, ancanvmudo composiciones de

aminodeidos muy parecidas a Lo upefzado

Se Levaniaton anticueapos contra todos Los pépudcm solos ¢ awpl.’adoa a altimd
na, en natones abbinos hembras de la cepa BALB/e.

Se mondaron Los méifodos de EFLISA y RIA para fa Nc;.:cu«s Toxina..

‘ PDe Los -grbtf.cuupoa anti-péptido, solo Los an,t‘,c-n'x.'“rxl_s9 fucaon capaces de feco-
noeer a £a toxina nativa, probados pon estes dos métodos. ) . ’

Los nesultados de competencia {ndican que so0fo £a NTXI 39 '51& capaz de despla-
zan a £a Nexdustoxina. -Pon estos mismes métodos, se ob.a ehva tambifn que e,E péptido
NTx” 39> compite pa):ua&nmbta con Ra toxina nativa,

Soﬂo Los péptidod NTX, o ¥ NTXI po fucron tbxicos en hatones albinos, mismos.
que son sensibles a Lfa toxina nativa.

EL no obienen ningun desplazamiento con Los péptcdo.b connespondientes a Los ex
themos canboxifo teaminal, pero s4 con Los pEptidos que se acercan a La regidn ami-
no {NTX”_sg g NTXJ_sgl, parece {ndicar que csia negidn coninibuye de manera Ampor~
tante al neconocimiento pon Los anticuehpos anti-Nox {ustoxina.

Se analizio La secuencia de esta Loxina por indices de hidrofobicidad (Hopp y
Woods, 1981), encontrando que fa &eQié’n mds hidrofilica, se encuentra entre Loy amé
nodeidos 5 y 19, £a que pensamos sea £a mds cxpuesta, [Fig 24).

De Los resultados ebitenidos, en Zhrabajo en ceofaboracidn con el Laboratoric -3
del Dn, Bawdn, sobre el checte de estes plptides en La Libetacién de GABA ey sdnap-
tosomas, se obsenvd que también Loy extriemps aming (N'TXI_9 iy NTXI-ZO’ as{ como La
toxina completa (NTXI_ 39}, son Los undcos que tlenen acci{dn, Esto nos hace pesan
-que La negidn activa pudiera esian cenca def exinenio amino,



3.0

20

Aminodcido

Figura 24. Amf.&usu de h,cdfwﬁ.c.&.udad de fa nouu&-tax.ma de acuendo al método de

Hopp T. P. y Woods K. R., 1981, La regibn campfr.e.nd.«.da entre Los aming
deidos .5 y 19 es fa de mds alia hidho gilicidad. .
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vr. PERSPECTIIUAS_ FUTURAS.

. En baée a 1’.05 ne.au&.adaa obtendidos, se ha pensade en sdntetizar nueveos pépti-
doA comupand.cewtm a La’ ftcg»r.o’n amino terminal de La Nexiwstoxina, pero emitiendo
204 ex.tnemogs {ud}wﬁdlb&c‘oé, pasn que estes pepiidos scan solubles, y asf nepetin -

- catos e'xpm._bnento;,-awnen,tm:da uno & une fes aminodceidos hidrofdbicos para péden
a;ﬁncq&a& La contribucion que Estos Zengan scbre a accidn de La fexina,

También se ha péswado siintetizan nucvos piptidos que tengan un aminodeido mo- |
dificade o cambiado, para peder delinean de una forma mas exacta Los aitios t6xicos
e uunwlogdmcoé ASL mismo también se ha contmnpﬂado el weo de anticuerpos monocﬁo
na,te.s con el objeto de aealizar ensayos de competencia con £os péptidos sintcéticos . .
a 6411 de C()mpe(.’.rtﬂ)l. este estudio, : ‘

Ya teniendo caracterizada esta toxina, se bqsca,ua e otros venenes, Loxinas -
semefantes y posibfonente se pueda encontran que el sifdo Ammunogénico y/o téxico -
sea andlogo. Cato seavirda para esiudios de‘auo.Euc,cdn, asd como para peisar en un -
antisueno espeefficg contha esta negidn, que pudiera e efective para toda una da-
mifia de Zaxinas. ' o )

Esios mismos ‘estudios se piensan réalizan con La toxina 11-10 del veneno de C.
noxius, ya que esta toxina actua sobre el canal de,sodiow asi se abarcaria otra fa
melia de toxinas.

Tendendo yi caracterizado el sitio tdxico db 'datas foxinas, estos pptidos po-
drnlan wtifizanse come hennamienta biogquimica pa{ia cstudio de cstos dos canales asd
como en esiudios (isiolbgicos.

R T . LR
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COMO VACUNAS CONTRA TOXINAS DE A L;\C_Ib\N
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INTRODUCCION

Fue en México que la accion farmacolopica de los véncnos de los ala-
cranes s¢ estudjd por primera vez en forma sislemitica. Ll grupo del Dr. Del
Pozo vy colabouradores en la década de 165 40 vstudid lasuccinn de los venenos
de los alacranes de Durango (Cenrrurofdes suffusns suffusug), de Nayarit
(C. noxins), de Gueriero (C. limpidus lmpidus} y de Colima (C.l. recona-
nus), sobre preparaciones musculares,  Se observd ol compostamiento Je Ja-
contractiéon muscular y los efectos de fibrilacton en relxcidn con Ja invrvacion
periférica y también del sistema nervioso central, (Del Pozo, 19484, b, 1949g,
b; Del Pozo y Anguiana 1946, 1947; Del Poza-¥ col., 1944, 1945),

Cerca de veinte afios mas tarde los primeros datos referentes a la com-
posicion y estructura de los componentes bionctivas de los venenos fueron
determinados.  Asi se verificd que lus tuxinas del veneno de aluctunes sen de
naturaleza paolipeptidica, b1 aislumienlo y caracterizacion bioguimica de
esios componentes se realizd primeramente con venenos obtenidos de alacras
nes Norte-Aflricanos de los géneros Androcronus, Muethus v Leiuris (Miranda
y col.,, 1970; Rechat y col., 1979) por un prupe de investigadores francescs,
Mis de una deccna de toxinas fucron purificadas y carscterizadas por estos
autores. -

De 1962 a 1975 tambifn se repartaron alpunas caracteristicas estruce
turales ¥ funcionales del alacran O sculpnogivs Ewing de Jos desiertos e
Arliml"j"] (;_JSA) y Sonora (México)} (Pattersan, 1962; Watt, 1964; Babin y
col,, 1975).

En la misma época cierfas propicdades del vencno del alacrdin Brasi-
lefio Tityus serrilaties fucron descritas (Freire-Main ¥y Ferreira, 1961 Freire-
Maiu)y Diniz, 1970; Freire-Maia y col., 1970, Biniz, 1971, Vita) Brasil y col,,
1973). o

Cerca de treinta afios después de) esludio pionero de Del 'ozoe y cola-
boradores nosotros empezamos ¢l estudic bioguimico de los alacranes Mexi-
canos. llemos podido aislar 3 homogencidad varias toxinas del veneno de
C. noxius (Dent ¥y col,, 1980; Possani ¥ col,, 1981a, 1981d), C.lL recomanus
(Possani y col., 1980), ¥ €. clegans (Possani y col., 1978). Garcia (1976},
Rochat ¥ col. (1979), también contribuyeron a este estudio al afslar y deteg-
minar la sceuencia de toxinas del € 5 suffusns de Durango, Del alacrian 7.
scrn;!a)ru: también se caracicerzaron varias toxinas (Possani y col., 1977,
1981c).

El veneno de los alacranes Centro Asiaticos fue estudiado, sobre to-
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do.por un grupo de investizadores rusos (Zhdanova ¥ eol., 1978; Grishin ¥
_col, 1980, 1981 ¥ 1982), \
Muchos otros autures han contribuido al entendimiento de d_ivcrsos
aspectos lgados a la bioquimica y farmacologla del veneno y toxinas de
los alacranes, entre ellos Stahnke, 1978; Zlotkin ¥ col., 1978; Koppenhdlfer y
Schmidt, 1968; Narnhashi y col., 1972; Romey ¥y col,, 1976; Cahalan, 19753
Gillespie ¥ col., 1980; Nonner, 1979; Catterall, 1976; Jover y col,, 1980,
Ckamoto, 19805 Meves y col,, 1982; Fontecille-Camps y col., 1980, Watt v
col,, 1978; Wang vy Strichartz, 1983; Kenncth ¥y col., 1982; Jaimovich ¥ col.,
1982; Norman ¥ col., 1983). .

En 12 literatura reciente podemos encontrar por lo menos tres revisio-
nes muy adecupdas sobre ¢l asunto: Zlotkin ¥ col.,, (1978), Rochat y col,,
(1979) y Catterall {1950).

Los hallazgos mds importanies de estos zulores con relacion a la es-
tructura y funcidn de las toxinas de alacranes se pueden resumir de la siguien-
te forma; En vencnos de alacranes de la familia Buthidae se han encontrado
dos grupos de toxinas: péptides con 61 a 70 aminodcidos (Miranda_y col.,
1970; Grishin ¥ col., 1980; Darbon ¥ col., 1982) ¥ péptidos con 36 a 39 ami-
noicidos {Zhdanova y col., 1978; Possani y col., 1982). Ambos grupos de
toxinas sen constituidos por péptidos con estructura primaria semejantes que
se manticpen muy compactas desde el punto de vista de edtrubluea erciaria
por la presencia de 3 a 4 puentes de disulfuro. Existen excepciones 2 esta
repla general {Zlotkin y col.,, 1982; Lazarovici ¥ col,, 1982}, La toxicidad de
estos péplidos se ha verificato en mamiferos (ratones), polios, chapulines, lar-
vas de mosca y cochinillas (Zlotkin y col., 1978). Dependiendo det bioensaya
utilizado se han descrito las Namadas toxinas para mamiferos, insectos o
crusticeos, (Rathmayer v col,, 1978). Entre las principules funciones afecta-
¢as por estas toxinas ostd el bloqueo del canal de sodio (Catterali, 1980) ¥
potasio {Carbone y col., 1982, 1983), asi como cambios en Ja cinética de
cierre de los canales {Noaner, 1979), Se puede afirmar que de manera generad
la aceion de las toxinas se efectta a nivel de canales ionicos de membranas
excitables, También se ha visto un efecto de pegado a sinapsis del sistema
nervioso central (Cirabez y Possani, 1982). - -

Desde un punto de vista antropocéntrice lo imporiante es que debido
a la presencia de estos polipéptidos toxicos en los venenos de los alacranes

mueren muchas personas anualmente en el mundo (Batozet, 1971). Los’

trabajos de Bravo-Beclierelle y Mazotti (1961) y Lopez-Acuia ¥y Alagdn
(1979) indican que cn Mdéxico cerea de 700 a 800 personas mueren anual-
mente victimadas por la picadura de alacrin, Esta cifro es bajo cuando consi-
deramos que mas de 100,00C personas son picadas en México por ano (Mon-
rov-Velaseo, 1961). El uso del suere de eabablo dirigido en contra del veneno
de alacranes es una de las causas que ayuda @ abatir el'nlimero de muertos es-
peclalmente entre los nifos de 0 a 10 afios de edad, faja etaria domde se sititan
mas del 90°/0 de los casos de muerte en nuestro Pajs,

Sin embarpo los problemas de distribucidn o de aplicacién del suero
en los womentos oportunos hace la cifra de cientos de juatertos demasiada
etevudy para degar de preceuparnos desde un punto de vistz de epilemiologiu
vode salud pablica. Enorealidad, el escorpionistnio en ciertas repiones Je Mé-
Xivo Megn ¥ ocupar el primer lupgar de causa de consulta médica (morbilidad)
para alpunas dreas endémicas del Pais (ejemplo: cicrtos munivipios del Estado
Je Guerrero, Morelos o Sur de Puebla, (Lépez Acuna y Alagdn, 1979,

De esta forma queda plenamente justificada la blsqueda de nuevos
firmavos que pocdan ayvidar ¢n la solucion del problema del escarpionisine

Sih1eaiS DE rLerIDOS ¥ 50 POSILLE UTILIZACION Yo Lo

en nuestro medio, Una de Ins ideas inicialmente propuestas fue ¢l uso del tra-
tamiento quimico del vencno de alucranes con la finalidad de obtencién de
una anatoxina nnli-alncr_nn. que pudiera fungir como vacona, Los resultados
obtenidos por polimerizacion del extracto de telsons con glutaraldehido
demostraron lq posibilidad ¥ la eficacia de tal tratamiento, por o menos en
animales expcnmgnlnlcs de laboratorio (Possani ¥ col,, 1981b). No obstante,
debido al gran nimere de dosis necesarias {cerca de 13 millones para todas
las regioncs de alacranes peliprosos) para proteger a los nifios afectados del
Pafs, se pensd en una segunda alternativa: la sintesis de péptidos con misma
secuencia de aminaicidos que las toxinas, pero no toxicos, que pudieran ser
utflizados como vacuna. El método de sintesis de péptidos en fase sblida
desarrollado por el Profesor Merrificld de la Universidad Rockefeller (ver
Material ¥ Mdtodos) se ha mostrado altamente satisfactorio en cste sentida,
En realidad, esta idea no ¢s novedosa, varios péptidos correspondientes a
toxinas de bacterias ¥ a proteinas de virus ya fueron sintetizados con la fina-
lidad dc usarlos como vacunas (Sela, 1983; Leach, 1983; Maurer y col,
1983 y Lemer, 1983).

La finalidad de este capitulo es describir e) aislamiento ¥ ceractesi-
zacién de nlgunas toxinas de alacranes, seguido de una exposiclon sobre el
métode de sintcsis de péptidos en, fase.solida. » Pratendemos después men-

.cionar los péptides ya sinteijzados won fines de obtencidn de ‘vacinas expe-
. - rimeftales ¥. mencionar dos. ejemplos espcciz‘iéps ‘de pepfidds de toxinas -
- de alaerin que hemos sintetizado con ¢l misino objeto., B ‘

hd .o * Y
h ) 1

" MATERIAL ¥ METODOS L.

PURIFICACION DE LAS TOXMAS DEL VENENO DE ALACRAN

- A, Obtencidn de veneno . .

. Los venenos de los- alacranes mexicanos estudiados por nosotros se
obtienen de ejemplares vivos por estimulacidn cléctrica del telson. E] ve-
neno generalmente se recuperd en apua bidestilada y se centrifupa por 15 min,
a 10,000 x g (Sorval, rotor $5-34) eliminindose ¢ precipilado. El sobrena-
dante cs liefilizado y se guarda a -20°C hasta su uso.
r

b. . Bisensayo

La presencia de las diferentes fracciones toxicas o de 1as toxinas puri-
ficadas se sipue por inyeccidn intraperitonenl ¢n ratones albinos de 18 a 20
sramos. Los principales sintomas de intoxicacidn observados son: excitabi-
lidad, siatorrea, disnea, clanosis, parilisis de los miembros infedores, diarrea y
Muerte por pare respiratoriq o cardinco. Las dosis letales medias (DLSo) se
determinat usualmente en !0 o 12 grupos de 10 ratones cada uno, a los
cuales se inyectan Josis erecientes de veneno o fraccién toxica, Una grafica
del porcentaje de muerte versus ¢l logaritmo dle la concentracién del veneno
permite la determinacion del punto medio de Ia grifica (DLso).

<. Separacién eromatogrifica de.lns toxines

.. La estratepia de purificaciéon que se ha sepuido involucra primeramen-
te filtracidn en columna de Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals,
sL}'fP?ala, Suecia) en amortipuadores de adelato "F amonio 20 mM, pll 4.7,
mtrﬁdn de columnas de intercambio idnico en resinas del tipo de la carboxi-
" celulosa (CAM-32, Whatmian Ine., Clifton, New Jersey, USA) o Bio-Rex

0 (BioRad Laboralories, Rockville Center, New York, USA) (Possani y
el 1981a, ¢, d),
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. v
Usualmente un segundo o tercer paso cromatoprifico on las mismas re-
sinas de intercambio idnice se requiere para la obtenecidn de las toxinas en
forma homoszénea. Los datos técnicos especificos de estas cromatoerafias
s¢ describen en los pies de niguras (ver Resultados y Discusion) y se encuen-
tran también descritos en las publicaciones originales (Possani y col., 1977,
1978, 1980, 198141, b, ¢, d). La eliminacidn de las sales provenientes de los
gradientes de fuerza ignica aplicados a las columnas de intercambio se hace
por diilisis ca membranags de poro controlado (3M, Spectrapor, Spectrum Me-
dical Industries, Los Angeles, Ca,, USA), 'La pureza de las toxinas se obser-
va de rutina por clectroforesis en geles de poliacrilamida a pH dcido, de acuer-
do a la técnica descrita por Reisfeld ¥ col. (1962). Qtro criterio independien-
te de pureza de las toxinas se basa en los resultados de la secuenciacion de
aminodcidos de las cadenas polipeptidicas, por el método que se describird
mis gdelante. '

CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS TOXINAS |

2, Andlisis de dminodeidos

Las toxinas liomoréncas son hidrolizadas en icide clothidrico 6N
110°C por ticmpos variadaos (24, 48, 72 y 96 horas) o en presencia de dcido
metanosullonico, de acuerdo a las técnicas de Moore ¥ Stein (1963) vy Liu y
Chang (1971), ¥ los aminadcidos resuitantes se.sepiran ¥ cuantifican en un
analizador sutomitico Dursum D-500 (Possani y col., 1977).

b, Determinecion de lz secuencia de aminodeidos de-las (oxings

Para la determinacidn de la estructura primaria de las toxinas homo-
géneas primeramente se reduce ¥ alquila la cadena polipeptidica con reducto-
1es como el beta-mercaptoetanol o diliotreitol vy se bloquean los grupos sul-
fidrilos con jodoacétice 6 2-vinilpiridilo {Possani y col., 1981a,c), Para la
obtencion de la secuencia completa de aminoicidos de las toxinas ¢s necesa-
rio casi siempre romper la cadeng en péptidos menores y separarlos cromato-
grificamente (Babin y col,, 1975). Esto se obtiene en la mayeriz de las veces
pot trafamiento enzimgtico con enzimas hidroliticas de especificidad del tipo
peplidasico, como la proteinasa V.8 de Swaphylococens aureus, tripsina y
carboxipeplidasa ¥ (Rochut ¥ col., 1979, Possant y col., 1952)

Tanto la region N-terminal de la secuencia de aninodcidoes como la
secuencia de los péptidos intermedios de las toxinas se deterininan antomdti-
camente por la reaccidn de Edman (Edinan y Bepg, 1967) en un aparato
Beckman modelo 8§90 C. Los amineodcidos derivados que se obtienen del se-
cuencizdor automitico se identifican por cromatoprafia liquida de alta pre-
sion (aparato Hewlett Packard), por cromatografia en capa fina, par conteo
de radioactividad ¢n ¢ caso de aminodcidos derivatizados con reactivgs con-
tenienda radioisOtopos, o finolmente por andlisis de aminedcidos (Ditrrum
D-500) de los feniltiohidantoina-aminedcidos hidrolizados con dcido iodhidri-
vo (Possuniy col,, 1977, 19810, ¢).

¢. Reuctivos i

Todos los reactivos utilizados en estos experimentos son de calidiad de
altisima purcza y se obtivnen de las compaiius como Pierce Cliemical Co,,
Beckiuan Instruments y oirss indicadas en los irabajos originales ('ossunt ¥
col,, 1977, 1981a, &), .

Flaura 1. ESQUEMA DEL METODO DE

. ot PR 1 L . + . . L

SINTESIS DE PEPTIDOS Y SU 'OSIBLE UTILIZACION a9 -

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS TOXINAS

Hasta el momento hemos utilizade tres métodos diferentes para veri-
ficar el mecanismo moelecular del sitio de accion de las toxinas purificadas
del veneno de alacranes.

Los datos mis significativos se obtuvieron utilizando cono bioensayo
membranas del axon gigante de calamares (Lollgo vulgarir) mantenidas en
voltaje-sostenido, de acuerdo a la téenica descrita por Carbone ¥ col,, (1982).

Lz utilizacién de Ja microscopfa electrénica de cortes del cerebro de
ratas tratadas con toxina y anticuerpos especificos marcados con fermritina fue
importante ¢n los experimentos de localizacion tisular del sitio de accidn de
las toxinas del veneno de C, noxius (Cirabez y Possani, 1982),

i Fm;ln]cnte algunos experimentos iniciales de captacidn de neurotranse
misores quimicos marcados radicactivamente, por sinaptosomas de cerebra de
ratones también se realizaron para verificar el mecanisino de accidn de ciertos
venenos (Colonter ¥ col., 1978). Lo

. .t
-,

SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

Camo uno de los objetivos principales de este capitulo es describir
la obtencién de nuevos farmncos_ (péptidos bioactivos) por sintesis quimica,
dedicaremos mids tiempo Y espacio a la presentacién del método y a la discu-
sion de algunos datos téenicos correspondientes.

En la Figura I se visua'ljza el esquema general del método yen la figu-
ra 2 se presenta ln formulacidn quimica de los eventos imporiantes de la
sintesis, segin la describe Merrificld (1963). ' .

¥

L
G
R?—- A+ m-x
-
1. Resing activads + Pelmer amlnodelds Slagquesda
G
P
RZ X+ ﬁ_\;x
-,
G

2. Reslna con el + Sequnzo aminadeida
primer aminadcido  debidamunty prategldo

SINTUESIS DI PEPTIDOS EN FASE SO-
LIDA

En el primer {1) paso el soparte solido,
resina (R) actividad (A), ©s puesta 2 yeacs
clomar con ¢l primer aminoacide (1) repre-
sentado por un cuadrade, La presencia de
bloqueadores especificos de la cadenz bi-
Lerd]l del aminodcido se represcnta por G
¥ cl grupo alfaaniing estd protegido por un
Erupo BOC(X), En el paso 2 la resina que
¥a contiene ¢l peimer aminodeido, previa G G
liberacion de X {desproteceidn), es puesta a
Fraceionar con un segundo amincdicido (2)
Tepresentade por un ridngudo.  De o mis-
Ma formz se procede al acaphimicnto de
tereer aminoacido (3, circuloy y de los
siliseeuentes 2 ambnudeidos deseadus (-
tingula). Al final ¢! péprido ves liberado R-Y + m
Pur reacciunes que limbna los grupos pro- . j
tedtores y rompen al mizmo ticipo ol en-

Lice cun et soparte sdlidu.

X..

]
A\
[

1. Reaind o liigépdidy

4. Resina lilng + Plptido sinidico con n Iminodcldoy
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Figura 2, ESQUEMA CENTRAL DE LAS REACCIONES QUIMICAS QU OCURREN .
I'N EL METODO DE SINTESIS DE PEPTIDOS : . o

Al acoplamicnto del primer aminodcido, como estd indicado en b figura, se sigue cl
pasa de desproteccién con triflupracético (TFA) ea ¢loruro de metileno ¥ 11 neutrall-
zacian con tristilaming (TEA). E] acoplimiento del sigutente aniinoicido se hace eon i
ayuda de ciclohexilcarbodiimida (DCC). Los dos pasot anteriores so fepiten de forma
ciclica para cada nuevo aminodcido de la secuencia, Al término de Lo sintesis 1a ruptura
del péptide del soporte solido y la remocidn de todos los erupamentos protectores de
los radicales baterales de lox aminodcidos se huce condeide fTuorhidrivo (HE)- .

La premisa fundamentsl de la sintesis de péplidos en fase sdlida es,
Aue los aminodcidos se pucden ensamblar en un péptido en la secuencin
deseada mientras la cadena polipeptidica esta anelada en un soporty insolubte,
Despuds de que la secuenein deseada ha sido sintetizada se puede romper In
cadena del soparte y liberar el péptido en solueion, )

El soporte solida es un polinero sintdtico que tizne grupos quinicos
reactivos, - Estos grupos se hagen reaccionar con el griupo carboxilo de un
aminoicido de tal manera que forma un enlace covalente al polimero. Duran-
te este paso, el prupo amino del aminodcido estd protepido de modo que no
puede reacejonar con el polimero,
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. ]
El grupo protector se remucve selectivamente sin dafar el enlace del
aminodcido al soporte. Después de quitar el grupo protector, un segundo
aminodcido. N-protegido, se¢ hace reaccionar con el grupo aming expucsto
del primer aminoicido formando as{ el primer enlace peptidice.

Repitiendo estos dos pasos de desproteceidn ¥y acoplamiento usando
cada vez el aminodcido N-protegido apropiado, la sccuencia descada del pép-
tido se ensnmbla al polimero. Al final de la sfntesis, se aplica un reactivo
que especificamente rompe la unién del primer amincicide al polimero (ge-
neralmentie es un cnlace tipo &ster que se rompe conh tratamiento dcido en
condiciones dristicas), sin afectar los enlaces pept{dicos, quedando el pépti-
do libre en solucidan,

Las técnicas de fase solida tiencn ciertas ventajas sobre los métodos
en soluclén, primero los péptidos unides al soporte insoluble se pueden
separar de los reactivos solubles ¥ los productas colaterales simplomente
por lavados repetidos del soporte solido, los reactives solubles pueden usarse
en exceso para forzar a que la reaccion sea completa ¥ obtener un mejor
rendimiento. La sintesis en si es mads ridpida y¥a que todps las reacciones s¢
llevan @ cabo en el mismo vaso de reaccidn, evitanda repetidas transfercncias
de log intermediarios ¥ pérdidas del material. Todas JasTeacciones involucra-
das en cl crecimiento de la cadenn peptidica pueden realizarse antomitica-
mente. :

El lector interesado podrd consultar las revisiones publicadas por
?;ewan vy Young, 1968; Erickson y Merrifield, 1976; Barany ¥ Mermificld,
80.

SINTESIS DE PEPTIDOS CORRESFONDIENTES A TOXINAS DE
ALACRANES MEXICANOS,

Los péptidos correspondientes & la secuencia N-terminal (treonina-]
a serina-9) de la Nexiustoxina, ¥ el correspondiente a la secuencia N-termi-
nal de la toxina 11-9.2.2 {Lisina-1 a Treonina-10) del vencno del alacrin
?lclléicnno €. noxjus se sintetizaron de acuerdo al método descrito por Mern-
ield, L]

. Se usd cloro-metil-resina de Bio-Rad Laboratories, y BOC-amino
"I!\rcldcis) de Peninsula Laboratories, Inc. (San Carlos, Ca. U.S.A.). (Tabla
0. 1).

La sintesis se lleva a cabo a partir del aminodcido de posicidn C-termi-
nal (lz sintesis se realiza de carbioxilo a amine).

Cuatro milimoles (mmol) del primer amino dcido Boc-Ser (Bzt)
para la Noxiustoxina y Boe-Tre(Bzl) parg Ia toxina 11-9.2.2, se disolvieron en
aproximadamente 2 ml de metanol ¥y se anadieron 2 mmol de carbonato de
cusio disucltos en 0.3 ! de agua. Se concentrd en rotavapor ¥ s¢ climind
el apua con tolueno (3 veces aprox. 5 ml cada vez) v eon loroformo (S
‘;5‘::;:5, aproximadamente 5 m] cada vez), Ll producto se dejd en ¢l desccador

2 horas,

) Esta sal de cesio del aminodcido, s¢ Jisolvid en 8 ml de dimetillorma-
mida (DMF) (J.T. Baker), De éstos se tomaron 2 ml {(aprox. 1 mmol) ¥
s¢ afiadid a un vial con | g de Ci-metil-resina {0.67 meaq/g) suspendida cn el
minimo de volumen de DMF (aprox. 4 ml). Se deié en bano de agua a
30%C por |7 horas.
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TABLA 1

La resina se paso & un vaso de reaccioén y se lavé con cloruro de meti-
leno 5 veces (aproximadamente 10 ml cada vez).

El resto de la sal de cesio del aminodcido (aprox. 3 mmol) en 6 ml de
DMF, se mezelaron con la resina y se dejaron en agitacion por 48 horas a tem-
peratura ambiente,

La resina sc lavd: 2 veces con DMF, una vez con DMF-Hi0 (9:1),
I?JMF, DMF-ctanol {1:1), cloruro de metileno, isopropanol, cloruro de me-
tileno,

. Se tomd una muestra (2.5 nig para Lo resina’'con BoeeSer, 1.95 myg para
ll; ;tésann con Boc-Tre), para andlisis de amingdcidas, en ¢l anatizador Durrum

. S¢ obtuva 0.1 mumol ‘de serina por gramo de resina y B.22 mmol de
treoning por grano de resina., '

e —_— . + 5
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La desproteccion del Boe-aminofdcido se realizéd con 10 mi de 4cido
trifluoroacético (TFA) (Pierce Chemical Co.) al 50%/o en cloruro de metileno,
sc Javd después 5 veces con cloruro de metileno (5 ml). Se ncutralizd con
trictilamina (TEA) al 5°/o también en cloruro de metileno,

E! sigulente Boc-aminoacide (0.3 minol para la Noxiustoxina y 0.66
mmol para la toxina 11-9,2.2) disuclte en aproximadamente 1 ml de cloruro
de metileno se agregd junto con diciclohexilearbodiimida (DCC) de Aldrich
Chemical Co. N. Jersey USA, (6.3 mmol para Noxiustoxinz y 0.66 mmol
para la toxina 11-9,2.2) como agente acoplante. Se ajustd el volumen con clo-
rurc de metleno a aproximadamente 5 ml.

La reaceién se dejd en ogitacidn a temperatury nmbI;’ntc por 2 horas.

Se Iavd la resina con clorure de metileno 5 veces, ‘con isopropanol 2
veces, cloruro de metileno 2 veces, isopropane! 2 veces y cloruro de metiteno
5 veces, .

Un ciclo comprende desde la neutralizacion hasta el Gltimo lavade.

Después de cada ciclg se controld la reaceién .por cuantlifcacidn de

" gfupos amino libres por reaecion convninhidring (Sarin y col,, 1981). Siatn

existian grupos aminos libres se realizaba un nuevo ciclo en las mismas con-
diclones, Cuando al Hlegar hasta un tercer ciclo aiin existiera grupos aminos
libres entonces se procedia a acetilar Ja resina para bloquear estos grupos.
Se siguc el mnismo procediniiento para los siguientes aminodcidos a partir de 1a
desproteccion.

*Una vez completada Ja secuenciz se procedid a la separacién de Jos
péptidos de 1a resina, usada como soporte s6lido. La resing se pasd a un vaso
de reaccion ¥ se agregd 1 m! de anisol (J.T, Baker) para evitar daiios z los
aminodcidos tirosina, cisteina y metionina y se dejé reaccionar con dcido
fluorhidrico (HF) a 0°C en agitaciéon, en un aparato Peninsula, modelo es-
tindar. Despuds de 45 minutos se evapord el dcido fluorhidrico. Al final
del ciclo de desproteceién so pasd Ia resina a un embudo ¥ se extrojo cl ani-
sol con éter etilico, Los péptidos que son gencralmente insolubles en éter
se extraen ¢n dcido acdtico ded 2 al 109/0 dependiendo de la hidrofobicidad
del péptido, En nuestro caso se extrzio con 100 ml de dcido acético ol 390 ¥
se auregd un equivalente de agente reductor (ditiotreitol) por cada cisteina
de péptide,

El dcido se evapord en un rotavapor (Blichi) y los péptidos se liofi-
lizaron, Se hizo andlisis de-aminoacidos de los péptidos, ¥ se aplicé una
pequefia muestra en ¢l cromatdgrafo liquido de alta presidbn para verificar
¢l estado de pureza de los péptidos obtenidos, Los datos de anilisis y recu-
pcr.:l_cic;ncs respectivos estiin mencionados adelante (ver Resultados y -Dis-
cusiony, .

PROTQCOLO DE INMUNIZLACION

. Counsiderando que Tos dos péptidos sintéticos carrespondientes a Ins
toxinas de alacranes que obtuvimes son relativiunente pequeiios juzgamos que
para La finglidad de obtencion de uny vacuna no serin absolutamente neéesa-
rio dedicar mucho esfucrzo a 13 purificacion Jdel péptido sintético que tuviera
exactamente la secuencin deseada (ver Resultados y Discusion). For esta ra-
z0on ¥ coma se tralaba Jde un primer experimento en este sentido, utilizamos
los péptidos tal como se elticnen del rompador de péptidos, para la inmuni-
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zacidn de los animales de laboratorio (ratones).

Los péptidos se palimerizaron con glutaraldehida. A une solucidn de
4 mg de péptide por ml se lc agrepd poco a poco una solucién de 0.25%/o de
glutaraldehido y se agitd la mezcla a temperatura ambicnte por 4 horas,

Los polimeros de.los péplidos se homopenizaron con zdyuvante com-
pleto de Freund (Difco Laboratorics, Detroit, Michigan, USA) v se inyectaron
2 prupos de 6 ratones albinos hembras de la cepa BALB/b, de acuerdo al si-
suiente esquema: En la primners inyececidn de inmunizacién, se aplicaron
100 pg de péptide por via subeutinea en dos puntos subadyacentes del
lomo del ratén,

La sepunda inyeccién se realizd a los 8 dias, pero ahora se inyectaron
200 pp de péptida.  Las siguientes dos inmunizaciones {ires ¥ cualro sema-
nas) se levaron s cabo con adyuvante incompleto,

Los "apimales recibicron dos nuevas inyecciones (seis y ocho sema-
nas) pero ahora sin adyuvante.

Se tomaron muestras de suero a las 4, 6 y 8 semanas después de
1a primera inyeccion, . L. '

Los sueros obtenidos cstin siendo a2nalizados en el laboratario por
técnicas de inmunodifusion y por hemaglutinacion, Tambitn serin verifi-
cados con relacion a su poder neurralizante “in witro® y dependiendo de
les resultados los ratones ininunizados serin desafindos *Yn vive", con lus
toxinas correspondientes,

RESULTADOS ¥ DISCUSION .
Purificacion y Caracrerizacion de Toxinas del Veneno de Alacranes

Gran parte de los hallazgos encontrados durante la purificacion de
las toxinas de Jos alacranes mexicanos ya fueron publicados (Dent y col.,
1980; Possani v col., 1978, 1980, 1981a, d, 1982}, .- |

Por esta razdn en la Figura 3 nos limitnmos a dir un ejemplo de los
perfiles cromatogrificos obtenidos en la purificacién de las toxinas [1-8.2.2
¥ 11 (Noxiustoxina) del veneno de €. nexius, Parte de los datos de secuen-
cia de estas dos toxinas fucron utilizados para In sintesis de péplidos, como
se discutird mis adelante. '

En la Fig. 3a se¢ presentan los resultados de filtracion en gel de Sepha-
dex G-50 del veneno de €, noxius. Solamente la fraccion I [ue toxica a ma-
miferos. Cabe recordar que el veneno de C'noxius es el mis potente de los
venenos estudindos por nosotros hasta ¢l momento; su DLso en rutones al-
bines és'del orden de 5 ppf20 gramos de peso de raton (Dent y col., 1980).
La fraceion I fue sometida 2 una columna de CM-cetulosa en amaortignador
de acetato de amonio 20 mM, pll 4.7 ¥ eluida con un zradiente salino de
clorure de sodio (Fiz, 3b). Dc los 11 componentes obtenidos, las fracciones
11-8 a [1-14 fueron toxicas o ratones, micntras que Ja fraccion [1-5 ¥ 11-6 fuc-
ron toxicas a crusticeos (acociles y cangrejos) (Possani y col,, 1981a).

La fraccion [1-9, componente mayor del veneno, después de dializar,
fue recromatografiado en una colunmma de CM-celulosa en un zistema sermes
Jante a ka Fig. 3b {P'ossani v col,, 1931a),
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- La scparacidn obtenida fuc relativamente pobre por lo que 3¢ junta-
ron los componentes téxicos I1-9.2 y 11-9.3 bajo Ja denominacidn de frac-
¢idn 11-9.2 y se aplicaron a una columna de Dio-Rex 70 como originalmente
se deseribid (Possani y col., 1981d}, resultando ¢l perfil eromatogrifico mos-
trado en la Fig, 3¢, El componente 11-9.2,2 sc comportd de forma homopé-
nea en el sistema electroforético de Reisfeld y col. {1962) y fue utilizado
para anillisis de aminoicidos ¥ determinacion de estructurn primaria (Possani
y col.,, 1981x, 1982). Ll peso molecular de esta toxina. fue calculada en
7,37[]{. Su composicion revela la presencia de 65 aminodcidos con 4 puentes
disulfuros,
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A) Colunmna de Scphadex G-50 (2.9 x 1,70 cm) a la enal se aplicaron 500 myg (6.3 ml)
de veneno soluble. La celumna fue eluida con amortippador de acelate de amonio
20 mM, pil 4,7 a una velocidad de 60 mifhr (lubos de 10 M), Tres fraccienes (1-111)
correspandientes a 179/0, 63940 y 2090 respevtivamente fucran colectadas. La frace
cidn I} (16xica) fue reeromatograijada, comu sc indics abajo, )
Colwmna de Carboxtmetileehilosa (0.9 x 27 vm).  Se aplicaron 95 g de frageion
Il en el mismo amortiguaduor de (A), ¥ B clucion se hizo con un gradicate lincar de
vlotuto de sodio de O a 0.5 M {240 mi en cada reservorio), Fracciones de 2.4 ml
fueron colectadas o upa velocidad de 20 ndfhr. Se obtuvicron 14 fractiones, de
lus cuales la 8 3 la 14 son (oxicas a mamiferos ¥ 1a 6 ¢s Loxica o crustdeeuns, Kl com-
poenente 9 (11-9} fue recromatografiada en las mismas condicioncs de Lo fig. B, Debie
do a falta de resolucion cn fa sepunda columing de carboximetileelulosa ef material
tdxico se juntd bajo la denominacion de compancnte 11-9.2. l,,‘=cn:gndc‘ deb mate-
rial: G =inicio del gradicnte: W = lavado gon 1 M de NaCl
Q Cramatogralia detb componente {3292 et una celuntna (0,9 X 9..5 cm} de Bio-Rex 70.
Un total de 22,6 mg de proteina en 75 mil de solucion se aplicd a 1a columna guc Nie
eluida ¢on un gradiente lineal de acctato e amonio, M1 6.5, de 0.09 M a 0.5 M (200
mt de amaortiguzdor co cada lado del gradiente). La velovidad de flujo fue de 24 mlf
hr y se coleetaren fracciones de 2.2 mil cada oma, El componente 11-9, 2.2 s¢ mosiro
hontepdneo por pel clectroloresis vn el Sistema Jde Reisleld {1962),
i) Cromutogratian del componente H-11 de la tguta i en carbosinetiiccluioss, A wia
eolumnz (09 x 27 em) se aphicaron 4.2 mg del camponente 1111 (D) en presenvia
T de 50 i de fosfato de potagio, pll 6.0, 3¢ eluyd de Ja ¢olumna con un gradiente
tincal (no presenlado en b Fgasad de clamro de sodio de 0 2 0.38 M (250 ml cuda
fado del pradiente). S corriv o un ujo de 30 afhe ¥ 3¢ colectaron fracciones dv
25 ml, Eb componente tosivo (1) mas mportante se mostro webién homogéneo
en el sisterma electrafordtice Jde Reisfeld (1902),

i}
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La Fig. 3d reporta el perfil oblenido en 1s recromatografia det compa-
nente 1111 de Ja Fig. 2b, en un amortiguador de fosfatos 2 50 mM, pH 6.0,
De esta forma se obiuvo pura la toxina que denominamos Noxiustoxina (Pos-
suni ¥ col., 1982}, Esta moldcula estd constituida por 39 aminodcides con un
pesa molecular de 4,184 y 3 puentes disulfuros,. La Noxiustoxina (NTX) es
Ia primera toxina de naturaleza peptidica reportada que afecta de forma se-
lective al canat de potasio de membranas de axon gigante de calamar (Catrbone
¥ col,, 1982). En la Fig, < se ilustra este efecto. La inhibicion s reversible
Cuando se lava Ja preparacidn con solucidn que no contiene toxina el trazado
del Nujo de jones de potasio 2 través de fa ntembrana se recupera en un 80%/o
de-los niveles iniciales (control). De la misma forma s¢ encontrd que el
-componénte I1.10 (Fig..3b) det veneno de €, noxius, tiene afinidad especificu
por ¢! tanal de sodio de la misma preparacion de axon gigante, Bloguea de
funpa s‘elccziva ¥ reversible el flujo de iones sodio, sin cambiar aparéntemente
Ia cinética de cierre de este canal (Carbone y col,, 1982), Esteesunc delos
haltazgos farmacolégicos diferenciales entre las toxinas de venena de alacranes
ameneinos y norteafrceanos.. Para toxinas de azlacranes norteafricanos y
centro asidticos se habiz deserito que afectan la cinética de cierre ded canal de
sodio (Cshalan, 1975, Nonner, 1979) prolongando ¢l potencial de accidn.
Datos conflirmatories de lo amriba expuesto fueron obtenidos por Gillespie y
col,, (1980); Meves y col., (1982) ¥ Wang v Strichartz (1983),
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Fizma 4. ACCION DE LA NOXIUSTOXINA (NTX) EN LOS CANALES DE POTASIO
AL A.\'.(_J_N GIGANTE DEL CALAMAR

La prifica s¢ obtuve dircetamente del osciloseopio. Il efecto de 11 NTX se estudio en
axoncs preparados vy osometidos o o téenien de voltafe sostenide Je acuerdo al tralujo
de Carbone y col. (1982, 198531, da fracciin de epiabes de potasio Dlogquenda por la
NTX se puede estimar a puartie e dos vatores <ol sulto de corrieate ¢ 1) ohtenidos en
presencia de XXy e ausenaia de tosing (Control),

Otro hallazpo importare obtenido con el veneno Jo & oxig fue
redlizado co la fraceidn 1 de la Fig. 3u. Esta fraceion fue nsada par la pu-
rificacion de anticuerpos especificos por inmmio adsorcidn. Los anticuerpos
obtenides fueron acopladas con ferritina y wiilizados para microscopia cles-

N . "
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trénicn, como se describid en el trabajo de CArnbez ¥ Possani (1982). Ll
sitio de accidn de por 1o menos uno de los componentes toxicos de Ja frae-
cién 1l estd en la sinapsis de Ia corteza cerebral de rata, o por lo menos, cs
capaz de¢ pepgarse especificamente a algin constituyente de In membrana
singptica, Todav{a no se completan los experimentos con Ia finalidad de
determinar cual de los 14 componentes de esta fraceion es &1, o los, responsa-
bles de los resultados obtenidos por microscopia electronica,

-

Igualmente trabajando con sinaptosomas del cerebro de ratones, Co-
lomer ¥ col. (1978) demostraron 14 existencia de inhibicion en la captacién de
GABA (icido gama-aminobutirco) ¥ glutammato marcados con radioisdtopos,
por cfecto de la fraccidn [T de C elegans.

Desde el punto de vista estructural, que cs lo mis importante para los
fines de este capitulo, la secuengia N-terminal de varias toxinas de la especies
de nlacranes- mexicanos fusron determinadas.- Todas pertenecen a alacranes
del pénero Centruroides y los datos se presentan en laTabla 2. Las secucncias
subrayadas corresponden 2 los péptidos que se sintetizaren (toxinas C.n, 1I-
.22y NTX).

Como se observa ¢n psta tabla, el mayo: nGmero di secuenciss N-ter-

‘minal estudindas hasta el thomento se reficren al €7 rroxius. - Sels toxinas

distintas de este alacrin tienen su secuencia de am!.no:iciclos de la regién
N-terminal conocidas, ’

SINTESIS DE PEPTIDOS PARA UTILIZACION COMO VACUNAS

El mensaje intercelular cn eucariotes pluricelulares se define cadla vez
mis en funcién de substancias de naturaleza polipeptidica. Entre ellas es-
tin las hormonas (ejemplo: la insulina, la hormona de crecimiento), las enzi-
mas de procesamiento te las mismas (ejemplo: proteinasas), los newromodula-
res (cjiemplo: encefalinas, endorfinas), las neurotoxinas (ejemplo: toxinas ¢
alacranes) y de manera peneral proteinas o péptidos 1dxicos como por ejem-
plo las proteinas de la cdpsula externa de virus (hepatitis B), o toxinas de
pated celular de bacterias. CEstos péptidos bioactivos fueron encontrados en
toda la escala filogendtica ¥ sus funciones o la interferencia que causan a ni-
vel de la comunicacién intercelular vive actualmente momentos de gran eu-
foriz y desarrollo cientifico, con hallazgos sorprendentes, a tal punto que los
compuestos sencillos como la acctijcoling, o los firmacos heterociclicos co-
mo los alealoides estin pasando a un segundo plano en ¢l contexto del estu-
dio de log llamados mediadores quimicos.

Por ésto la sintesis quimica controluada de péptidos en ¢l laboratorio
abre 1o posibilidad del disefio de una infinidad de nuevos fifinacos que
seguramente revolucioneran la Farmacologia ddndole un empuje y abriendo
perspectivas nunca antes sofindas. ’

La factibilidad del método de sintesis en fase coHlida fue primero
demostrada con la obtencidn del tetrapéptido: [eucil-alanil-glicil-alanina por
Merrifield (1963).  LEn sepuida s extendid a la siptesis de brudiguinina,
(Merrifield, 1964) angiotensina, insulina y otros péptidos, Negando a aplicar-
$e 3 la sintesis de varias proteinas, como la ribanveleasa A,

., Eu el campo de Lo lnmanologia el uso de péplidos sintéticos como an-
tigenos ha servido para el mgjor convcimienlo de log determinantes sntigéni-
©0s, Se¢ ha distinguido claramente entre deterntinantes sccucnciales, egqucllos
cuya especificidad ey enteramente determinada por una secuencia continua
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. ST AL . ! de smincécidos, aziicares o nucledtidos ¥ determinantes conl‘ormﬁ:‘lonalcs,
- Co e PR : aquéltos cuya especificidad estd controlada por la posician de 10s dtomos en e]
. : R e espacia, que pucden correspander a diferentes segmentos de 1a macromaolécu-
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TABLA n.2. SECUENCIA N-TERMINAL DE TOXINAS DE ALACRANES
DEL. GENERO CENTRURQIDES

. - : : —-;‘-'-E?’ i la lineal.  Estas diferencias se han demostrado por estudios con polimeros
e N v & o ; Lneales de misma composicidn de aminodcidos pero difiriendo en su con-
. : o UEE farmacion cstérica. Esto ha sido 1til para el conociimiento del mecanisme de
' o :','_E:_' g la respuesta inmune, su ri:lam,on con el complejo principal de histocompatibi-
. - - Seg lidad y especificidad de las célulus T y B. (Leach, 1983; Maurer ¥ col,, 1983

o :J"S: E" y Mozes, 1983).

L] 1o o o L , ) ;
< WD e v a3 Ho Se a demostiudo gue solamente una fraceidn de anticuerpos Induki-
o Sogoag Eoee - o g_%'ﬂ dos ;:qu un complejo xliacmmo!ucullur inmunogénleo con uctividad .'Lliolt'ngcuf
= s p - mm o B = .. =& esta_dircctamente involucrado en la neutralizacién de dicha actividad, As
g § s §'§§'§ Fr 0 Lo >4 —8 %;-3 resulta que no es necesario que todos los determinantes antigénicos de un

7} i Foe 2 } . = . f ) 2!
B S e 28 3-=a [ :-. - EE E antigeno {virus, bz.lc.lenns,'to_xi_n:.ls) estén presentes para producir anticuerpos
= EREEEEE D®ST g0 & = 52 E que inhiban su actividad biolbgica, :
= fogegg S2852 55 BT - TSR R
e Loddgds HEBs 5o B SE8 Coma un sistema modelo el grupo de Michael Sela (1983) escogid o
ESssss Aol 00 & £ =is colifago RS2, con lo que demostrd que dos polipéptidos sintéticos de 18 y 20
X ammoqcidos ("z ¥ P3) anilogos a la cipsula virzl, indujeron la produceian
UEa dclamlcv.éc)rpus capaces de neutralizar ¢ efecto de este virus (Langbeheim y
] col,, 1976},
e [ R B a5 , . P . .
C S S S g?é Es lbgico pensar que e] péptido P2 asuma una canformacién estérica
M N A Cint— parecida a lz que tiene este fragmenta en In proteina intacta de-la cipsula

-01 : ;}‘5 : zﬁ(ga 3 g - 8eg ¥ que esta conformacion ¢s tainbién conservada en ¢l fago intacto.

ag R L N T B o =3t . ;

. f: o H o Eé ory P EREe En este estudio los antigenas sintéticos se adminisiran homogenizados

E %) 2:5 : ;,_Er__:(.l_a et nl : SUS con pdyuvante completo de l:mund a animz_xles de cxperimentacion, después

L = [ E= L=5 s¢ demostrd que cl acoplamicnto a un péptidoglican aislado de Bacilfus

L zZ =% @A Z%S > i !
< =y R = VI f_szmu a8 =2 ~E5E megarerium y administrado con el mismo adyuvante daba mejores resultados
~| & Qg Eich 3833 0o g HEEhw (Langbehiem y col., 1978). N '
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@ cID s ME AL 4 M 85U Se ha reportado la sintesis de péptidos andlopos 4 In secuencia com-
= S 00 5evL oo & SETLTS prendida entre lg’s aminoicidos nimero prti v 201 de 1a cadena A de {a toxina
. @ s ago & S E5d.nm A Lo bY =~ - ! ©
S| - & ;én. ;:,- ;’,;,-. '5",& ;‘: : ESa% diftérica. Estos péptidos se acaplan a albiimina sérica bovina y se inyectan a
o . -j % oa :4‘5 o] 6:& 5 leia <5873 cobayos con adyuvante completo de Freund produciendo anticuerpos cupaces
w cY ;BU[_._, UgEg LU D 'S ga4E de neutralizar 1a actividad dermonecrética de la toxina diftérica, £l antisue-

o g 292 v3aEd - g2 2 B SpEE fo confiere proteccion conira la actividad letal de In toxina en cobayos (Audi-
W) 7oA 22 Bava R d ok [ 23S berty col., 1981).
v He P ) L mu o = GgEa ' "
Zma LigZid il = [ Eus A N
by Bk 33 ABSG 4% 7oA £ 858 El misma grupo de Audibert reporta en 1982 un conjugado sintétice
S SDEL S D - ERESE tomprendiendo un hexadecapéptide (la secuencia comprendida entre los
Clzlowwae [LROTE] 08 (LI T g - aminodcidos namero 186 y 20] de Ia toxina difiéries) y un muramil dipépti-
W CE. Om@u We NN J8g8y do (M-acetil necuramil-Leafanil-D-isoglutimico) unido n un ncarreador sinté.
- M MMANA AN MM SETEn tico, una multjcadena de poli-DL-alanina con ¢l cual obtiens una respuesta in-
g; ﬁ.g-::,: munc mis efectiva.
a3 g R
EudaE . . s
E gt‘_’:'g'a Se sintetizaron fragmentos de la proteing M de Streprococcus pyoge-
< o I - O oSBES HET Y se inyectaron en conejos oblenivndo buenos tilulos de anticuerpos en
=z : Hemad LI . "___. N o S2ECg sels semanas, sin embargo, solo un antisuero fue capaz de apsonizar a un tipo
= % BRI JP b UL = - FaEae e estreplocogo, indicando asi (ue esta secucncia puede ser serolipo especitis
kS o) ey eyt - - R | - e 1
a PP 7T I O G B g 0, cn confraste a 1a especificidad de 1o respuesta inmune humoral \a Tespucsty
- FREEREE munae Wd & BuITE cetular presenta alta reaccion cruzada, (Beachcy, L. y cal., 1981).
Vo ouUyU Jdudud Oou U aa3 R
. Los anticuerpos obitenidos fucron incapaces (e reavcionar en el tejido

wardfaca de ¢sfos animales.



t LR H i
50 AVANCES EN EL MECANISMO DE'ACCION DE FARMACOS

Estudios mis extensos se han hecho con virus de lainfluenza, MOller
¥ sus colaboradores {1982) sintetizaron ¢l péptido correspandiente 2 la se-
cuencia comprendida entre los aminodcidos 91 ¥ 108 de Ia hemaglutina del
tipo AHa Nz del virus de 1z influenza. Acoplaron este péplido a toxoide tes
tinico ¥ los conjugados resultantes se homogenizaren con adyuvante comple-
10 de Freund y s¢ inycetaron en conejos y ratoftvs. Los anticuerpos produci-
dos demostraron uwna mareada reaccién cruzada con el virus intacto de la
capa AfTEX/77. Estos anticuerpos fueron capaces de inhibir la hemaglutina-
cion de los eritrocitos de pollo por el virus, ' :

Estudios preliminares indican que ratones de Ia gepa CIH/DIi Sn in-
munizados por el conjugado estin parcinlmente protegidos contra una poste-
rior infeceisn.  Estos resultados indican Ja eficiencia del material sintético
para producir una respucsta inmune anti-influenza,

. El grupo de Lerner (1983) sintetizd 20 péptidos correspondientes a
75%fo'de la molécula Jde, hemaglutinina A1 del virus de la influenza, mos-
‘trando una amplia variedid de estructuras secundarias y terciarias, Cada pép-
tido se inyectd unido 2 un aciarreador (hemocianina) en copejos, los anticuer.
pos producidas s¢ hicieron reaccionar con los péplidos unides a su acarreador,

con la molécula completa de hemaghttining y con ¢l virus completo, Se obtu- -

vieron anticuerpos contra Jos 20 péptidos; 15 -de éstos antisueros reaccionaron
con 13 molécula de hemaglutinina y 17 de ellos reconoclieron al virus intacto,

Estos resultados sugieren que la inmunegenicidad de la molécula com-
pleta no ¢3 la suma de la i_nmunoncnicidad de sus partes y que depende de las
partes expuestas ¢n la molécula. (Green ¥ col., 1982). .

Es conocido que la especificidad antipénica del virus de la influenza
es debida principalmente a determinantes sobre 1a molécula de hemaglutining
¥ que éstos vapian amplizmente en la secuencia de aminodcidos, pero se han
encontrado varios aminoacidos que se conservan dentro de esta secuencia,
La Jocatizacian y sintesis del principal sitio antigénico e inmunogénico de
1a moléculz de hemaglutining ofrecerd péptides que pueden ser usados como
estrategia efectiva de vacunacian.

En el trabajo de Atassi y Webster (1983) muestran que los residuos

1 a 11 de la molécula de hemaglutinina HAZ (correspondiente a la region de

lt_idsmn) representa un imporaanie sitio antipénico sobre el virus de Ia In-
uenza,

Se sintetizaron trece péptidos correspondientes a la secuencia de
aminodcidos, predichu por sccuencia de nuclestidos, del antigeno de superfi-
cie del virus de la hepatitis I; sicte Je éstos pucden producir tna respucsta
inmune ¢n concjo. Las antisucros obtenidos fucron capaces de precipitar
particulas “Dane® del virus, (Lerner y col., 1951).

Dressman y colaboradores (1982) usaron tna técnica de andlisis com-
putarizada para predecic dos regiones hidrolilicas del antigeno Je superficie
del virus de lu heputitis, Sintetizuron dos pépidos ciclicos conteniendo en-
Inces disuifuro en la repion comprendida entre los minodeidos 117 ¥ 137,
Los dos pépridos se incarporaran i diversos adyuvantes y éstos fucron inyec-
tados a prupes de matones intraperitonealmente, obrenienda anticuerpos el
dia 14 depuds de la primera inyeceion, Usto demuestra gue se pucde inducir
la produceidn de anlivuerpos sin necesidad de 1nir los péptidos a proteinas
acarreadorus, .

Basidos en fa prediceion de la estructura secundaie, por andlisis de
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Jas reglones hidrofdbicas e hidrefilicas, v en la importancia de los residuos de
lisina para la antigenicidad, sc sintetizaron sicte péptidos corrcsponr_]icntes a
12 repidn comprendida entre los aminodeidos 121 y 160 del determinante A
del antigenao de superficie de Ja hepalitis B,

La antigenicidad e inmunogenicidad de estos pépt.idns es baja en com-
paracién con <l antigeno natural, posiblemente el determinante A esté consti-
tuido de secuencia continua o discontinua con residuos adyacentes espacial-
mente que no estin directamente unidos al pcplidq y dl:pcnde; de una r_.'on!'or-
macidon especifica que posiblemente involucra residuos de lisina y cisteina.
{Bhatnagor y col., 1982).

En la tabla 3 resumimos algunos de los pé_ptidos_s_in_té_tjcos obtenidos
de 1a literatura contemporinea, relativo a la posible utilizdcion de péptidos
sintéticos como vacunas, $

Péptidos andlopos a: Referencia
. D - ¥ T
Ce Cipaide det colifago MS2 . ° 7 oA -
Py Glugg-Majge .- _~  Longbehelm y’cal, 1976

Py Glinjgg-Tiryag

Trateine M do Streplocovcous pyogeser
Piptida 3007 (A:nl - Melqg

Péptido $-18:20 CB7 (Alayg-Llagg)

Beachey ¥ <ol., 1981

Toxina Difidrica )
Serjgq-Ciaagy  Argga - Cisygg

Argmn-(:h._.m Glijyg - Clsyg, Audibert y col., ]981

Clsygg - Cisagy
NHexadecapdptido  Clyyyp - Clagyy .. .
Octadecapdplido  Ala-Ala-Cityqq Chaagy Audikert ¥ col, 1982
1 17
5 5
I |
ACM  ACM
Hemagtutinina del wirus de la influenza
Tiz - Giny - Clayg Aryos - Cltya0
T“"G"‘I'G'“Jﬁ Tu'GuIJQ’A“ISl
Tir - Clay g = Cityy Tir - Trey 34+ 5¢r) 44

Tir- Asnyg - Cls g Ci.smu-ﬂllt_”‘ﬂr
Clsgq- Levgy Tir
Cis g9+ Cingy Tir

Cagy - Leuyq T
Tl « Hidqgg » Ylegy

Cizjgg - TH 66 Greeny eal., 1982

Cisqg-Seryyg

4\8\174 . Thl')ﬁ -Cia

Misy g - Thrygg-Cis

Tir« llis.m - Glugo 'I"ir-(]lizDl - L=u:2-’ Cia

Ifizgg - Sery Cisggg - Asnyag .
Milller ¥ col., 1942

Serg) - bed oy
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Péptidos andlogos a: Reflerencia

Regidn de fusldn de la henaglutinina del virus de ta influenza . .
FR/D Gli|-Feaqy - Gluy .
FRIA GHy- Leu,, - Glup, . Atasslycol, 1983

Antfgeno de superficle del virus de la hepatitis B

Cisyg=llegy Treyqg - Tir4g

Leuyy- Cityg Gluy - Cisy

Leuyy - Cisgg Seryy - Cisgs Lermer v col, 1981
5"]5.,\;“52 an4s ,-Asnsz

|- Leuyg e Leuggg Leuygy = LeUyg9 T

Cisygg-Treggy » Pengga-Bleayg

Clsygy = Heazg

€137 Crz4) -+ ! T

Lisyas - Clizy 39 e I
Dreesmian ¥y col, 1982

Seryz- Ci51ag {Cy37-Cy24)
Determinante a, del virus de 13 hepatitis B
Lis g2~ Cisyay
Alaygg - Fenggy

Cis) 39 - Cis gy

+

. . .
Cis|39 - Fenysg ' Bhatnagor ¥ col., 1982
Tre 140 -Fenjey

Glipgg-Fenygq

. Hejgge F°"155

TABLA 3

La produccion de una vacuna multivalente sintetizada quimicamente
que pueda reemplazar a fas vacuenas virales y bacterianas comunes, las que
wiuchas veees tienen determinantes antigénicos irzelevantes, proteinas.u otros
materiales gue contaminan el inmundpeno esencial que adentds puede tener
clectos colaterales es uno de fos propdsitos mds biportantes.

Para el lector interesado mencionamos tres revisiones recientes sobre
este asunto: Lerner, 1983; Sela, 1983 ¥ Zuckerman, 1982,

SINTESIS DE DOS PEPTIDQOS CORR ESI’Q.\'.!)f FNTES A
REGIONES DE TOXINAS DE ALACRANES MEXICANOS

Con relacian a la obtencion de una posible vacuna sintética en contra
del veneno de alacranes peligrosos al hombre, hemos empezado ¢l teabajo
con la.sintesis de un nprapéplido ¥y un decapépiido, sefalados en a tabla 2.
Lste-irabajo, totalmente realizado en Méxieo, estd en el momento en su fase
inicial, pero 1a Tabla 4 mucstra jos primeres resultados, Como se observa pari
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péptides pequeiios {8 a 15 aminodcidos) 1a sintesis en fase solida da resulta-
Jos excelentes.

AMING TOXINA NTX"' TOX"N.\C.I.!]-!_J.:I_“I
ACIOS  PXCONTRADD  LSTLRADD  FNCONTHADG  ESILRADG
14 . .
ASP 112 1 200 7 2
TRE 2.00 2 .11 H
SER - 1.07 ] - -
GLU - - 1.08 A |
GLI - - 1.1% 1
" van 1.02 | 0.90 1
iE 1.52 2 - —
= et h . -
LEU - L= 1.09 1
TIR - - ) 0.67 ! ]
Lis 1.23 1 1.90 ¢+ 2
TABLA 4

. ., Los anilisis de aminoicidos de la Tabla 4 se realfzaron con muestras
hidfelizadas por 20 horas en 11C1 (ver Malerial y Métodos), y s¢ refieren o un
anilisis sencillo. E! valor encontrado para ¢l aminoicido isoleucina-(1.52)
en ¢l caso del péptido NTX1-9 es bajo, pero ésto es lo que ss deberfa espe-
rar, puesto que el enlace peptidico entre dos aminodcidos hidrofdbicos como
l_a ispleucina necesita hidrolizarse por mds tiempo (48 3 90 horas) para la ob-
iencién de una mejor recuperacion, Igualmente el valor relativamente bajo de
tirosina (0,67) para fn Cin. 11-9.2.2 sc puede explicar por la inestabilided
de esle aminodeido ¢n las condiciones de hidrdlisis. Todos los demds valores
estin bastante aceptables y concuerdan sulicientemente bien con lo esperado.

. Cabe notar que no obstante los cuidades mencionados en Material
¥ Métodos sobre 1a sintesis de los péptidos, siempre hay la posibilidad de
¢rror en la sintesis. Lo mds comin es encontrar un cierlo porcentaje de mo-
liculas de péptido sintetizado con falta de un aminoicido en la secucncia,
Esta probabllidad de error auments con el niimero de aminodcidos. Otra for-
ma de error es la formacidon de péptidos con cadenas ramificadas, debido a
bloqueo ineficiente de las cadenas laterales de ciertos amingicidos con grupos
Teactivos, tjemplo, el grupo epsilon-amino de las lisinas, También s pueden
Ob_lu:_wr peptidos mis cortos que lo descado, asi como péptidos con errores
f““ﬂl’-lp_lGS. si bien que la probabilidad de ¢stos Giltimos es mas baja para pépti-
;-éatoizmus curtos, De forma generai para péplidos cowo los gue nosolros sin-
ﬁim_-:lgm.)s s¢ puede esperar que por lo menos cerea de §50%o del péptido
o :.t:co final corresponda exactamente al desecado, Sin ¢mbargo, como s¢
v-“'d dz obtener de una manera ficil y en cantidades gue se pucdan escalar a
n-'ﬂo_s gramos de péptidos, creemos que el intento de obtencion de un antige-

< sintético anti-toxina Jde alicrin debe ser ensayado primeramente con los

Peplidos tal ‘cono se oblicnen det aparato que rompe con deido Nuorhidrco
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a los gnipes protectores. Esto cs, sin preocuparse en la obtencién de péptidos
altamente puros. Es obvio que la pasibilidad de purificacidén en escala semis
preparativa a' través de ko cromatografia Fquida de alta presion estd conslde-
rada ¥ serd sepuramente usada en el futuro, '

Como Ins stcuenciag peptidicas de las toxinas son conocidas y ¢l mé-
todo de sintesis estd relativamente bien desarrollado s¢ pucde en un corto
tspacio de tiempo sintetizar un nilmero razonable de péptidos que permitan
e una prinmterz instanciz obtener informaciones generales sobre el tipo de
péptido a sintetizar ¥ de su respuesta inmune. En una segunda etapa preva-
Ieceri 1z sintesis de algunos de los péptidos, o péptidos modificados, con los
cuales se podrin ensayar la purificacion mencionada anteriormente y quizis
obtener un producto perfectamente definida que se¢a utilizado con provecho
en salud pitlica, ‘

La informacion obtenida por via,quimicia, como se¢ acaba de descri-

bir, puede sentar los precedentes para la biosintesis de dichos péptidos 'in .

viva"” por microorganismos, a través de las técnicas de ingenieria genética.
Este Gitimo renglén debe ser considerado solamente como una posible pers-
pectiva futura de desarolio,

RESUMEN ’ ..
En este capitulo sc presenta;

1, Una pequeiia revisién sobre la composicion y funcién de las toxinas de
alacranes mexicanos.

2. Se describen la estrategia y técnicas sepuidas para la obtencion homogénea
de dos toxings del alacrin de Nayarit (€. noxius).

3. Se revisan y discuten los principios del método de sintesis de péptidos
en fase sdlida,

4. Se revisan Jatos de I literatura sobre las aplicaciones recientes de estc

método para la obtencién de péptidos referentes a secuencias de toxinas

bacterianas o proteinas virales, sus respuestas inmunes y la factibilidad del

uso de dichos péptidos como vacunas,

Se describen las téenicas ¥ se dan los resultados de 1a sintesis de un nona-

péptido: ‘Tre-lle-lle-Asn-Val-Lis-Cis-Tre-Ser, ¥ un decapéptido: Lis-Glu-

GU-Tir-Leu-Val-Asp-Lis-Asn-Tre, ambos correspondientes a toxinas del!

veneno del alacrin Centruroides noxius Hoffmann,

i
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FARJ\IAC_OCINETICA. PERSPECTIVAS ¥ POSIBILIDADES

Helg Jung C,

Divisidn de Estudlos de Posgrado, Departamento
de Quimlca Farmacéutica v Productos Naturales,
Foculad de Quintica, UNAM.

Cuando un compuesto presenta una actividad farmacolbgica aprecia-
ble, es necesario efectuar una serie de pruebas que permiton definir mas clara-
mente su potencial para ser utilizado en la clinica, Cstas pruebas incluyen in-
vestigaciones extensivas acerca de las propiedades farmacologicas y toxicolégi-
cas del compuesto; sin embargo, también los estudios de Furmtacocinética (en-
*endi¢ndose lo anterior como el estudio de la cinética de los procesos de ab-
sorcinn, distribucion, metabolisme y excrecidn de un firmaco en humanos o
en :mu_nuzes)y 1:5 Hiodisponibilidud (que cs un términe utilizado para indicar
l2 cantidad relativa de un firmaco que lega a la circulacidn general ¥ a velo-
cidad a la cual ésto oqunc), son de gran importancia en cada una de las fases
dcl'des;m-ollo de un l'ngmnc_cg, por lo que deberfan ser considerados como par-
terintegral de la investigacion clinica, que conduch4 diroctmnente a up uso
teraptutico mis seguro y efectivo-del firmaga, £3%  + 4 - ° ’

! A continuacidn sc’ describen brcv:emente los clementos necesarios
para realizar los estudios de Farmasocindtica y Biodispoenibilidad en cada una
de Ias fases del desarrollo de un firinaco, : !

Estudios Preclinicos, :
a infermacion que deberd o
de un i orma q eri obtenerse durante esta fase det desarrollo
1. Dates lisicoguimicos del fdrmaco
2. Metodologia analitica
3, Esudxgs pretiminares de Biodisponibilidad y Farmacocinética
4. Estudios metabdlicos preliminares.

.
L. Propiedades fisicoguimicas del fdrimaco

Para poder realizar un buen estudio farmac i i i

T g [ olépico, toxicolbgico
fp_r_macoglqcuco del compuesto, se deberd obtener I siguiclnlc infonr%t:cibﬁ
:;:lcoqunmgc_n: Identidad, hureza, estabilidad en estado solido v on solucién,
PRa, solubbidad en apua y coeficiente en particion lquido-ajua.

Las considericiones pretiminares basadas en est H
a) N : ¢ os dulos, ayudurdn o
-Il)) %lun_uahzar las ‘propiedades fisicoquimicas, incluyendeo cslab'iliﬁnd ane
) Zkegir cl vehiculo adecuado para la administracidn del firmaco y fupeion a
_, ds caracteristicas de solubilidad y disociacidn
=} I.::lfsr consciente de que_aquellos firmacos que presenien baja solubilidad
;in._-‘!'guu, alto prado de disochucion en el rango de pll fisioldgico o bajo coe-
!-f;i':r.:x}::? de particion lpido-agua, pueden presentar problemas de ab-

. Desareoliv de wetndvlogra analitica

Para relizar o . e PN -
Pars .1|I|:..1r estudios de Farmacocinética y Biodisponibilidad, es qeve-
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