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RESU/.IEN 

El veneno dei. a..rac./;.tfn de Nay<VLi...t. _g_. 11otiU6 l-fo66ma1111 l1a hido u.tud-i.ado dMde 

/1ac.e a.lgun .tiC!lnpo en nue6:t.Jro .t.abo1ra:toJL.io, liab.iendobe pultió.icado y caJtac:te/1,lzado­

qu.lnú.c.ame11 . .te .f.a. mayolda de .6U6 .tox.i.11M {Pobba1U. !J ca.e.. 1981). Vebido a que atg~· 

.HM de M.tcw .toiincw .t.i.c;icn ac.c.i.611 bob.'l.e c.a1ui.t.M .l611-ic.0J, .6e dec.i.di6 l1ac.VL ~.ln.te 
-0-W qtWnica de 11.e:g.io11u antUogcu. a -!iccuenc.lM de tt11ii.11oác.i.do.6 de e.6.tob pcptidob y 

M.tudiaA .tiu.6 ptiop.ledadM .t6Ucrui e .i.111inu1ogcf1úca.6. 

Se b-é..11.te.:t.i.za.Jz.011 lo.6 p~p:tido-0 c0Me.!:ipo11d-i..e11.t.et> a. .ca b ec.ue.ne..la. amino .truuniuaf._ 
de lM .to~na.6 _11-11 {un 11011apép:tido T1te

1
-SeA

9 
y _un p<Ep.üdo de ve.in-te ll111inotfc..i­

dM TJte 1 ~~w20 ¡- y II-9.2.2 (un decap~püdo Lw 1-TJte10 1. 
Ve .ea poJ1..c..i.011 c.aAbox.i.to .tCJuni.nctl de .ta .tox..i.na 11-11 be. .&.i1Lte.t:iz6 .Ca c.0JVLU­

po1ulle.11..te. a fa.6 ron[noác..<.dob .1.fe..t30-M1139, T-Ut.
21

-A-6)1.
39 

(.l'.a. nú.ta.d ,de. la .toxina),· -­

Ll611-A6n39 lJ fa. .tox..l1ta xcmpte...ta. T1te 1-A61139 • La .t..l11.te.1:..i..ó .t.e hea.Uz6 b-i.gu..i.endo..:. 

d ml!:todo de óMe •6üda .dNctú-to pM Me/l.JUMdd y col., 1963. 

Toclo1, .e.o~ pt!p.Udo.&· .t.e. pMM.Olt polL c..J1.oma.to91ta6.la Uqu..i.da de a.Ua h.uof.uci.611 

u.&ando ulla c.o..C.umna. de exc..Cw.i.i.611 mofec.u.CaJt. 1-125 Wl1a.tma11. 

Lo.& pép.ti.do.6 c.o:we6ponclie11.te.6 a .ilt.6 Jteg.i.0111?.6 runLno .tVun-i.nal. de runba.& .tox.l-­

lla.6 .óo..Co.6 y aC.opf.ado.& a. a1.bu1n1.na de -'l..a.t.611, -'Le~r~~Olt lie-'L. .tox.lco!> en Jta.tonM. 

Se pll.obo .ea .i1ununo9e;úc.1.dad de .todo.6 .C.011 pépildo.6 en 1ta.t.011C6 de .ea. e.epa. 

BALB/c., ob.te;úendo a.1i.ücuVtpoo en .todo.6 lo.6 c.Mo.6, que óueJl.011 detectado.& poll .i.11-

111u11ocU.ótUi.i611. 

Se u.tucli..6 et 1tec.011ocimi.e»-to de M.to.6 anti.c.ue.Jtpo.6 anti-pl!p:ti.do 11ob1te .la. -­

.totina. na.ti.va., polL 11.a.clio.i.1ununoa.11éJ'..U.6-i.o y po.IJ. .inmunoen.&ayo enzi.mcf.t...[c.o, e.ncotLtltan­

do que 110.e.o f.o.& anUc.ue.Jtpo.6 a.n .. il- .. :tax..lna .6.i.11 .. t.Uic.a compte..ta, Que.Jton e.a.pace& de -

1te.conoc.ell a .Ca .toxina 11!'Lt.i.va., polt ronbo6 mUodob. 

Se IU.ci.eJLon e.1:..tucli..o!> de c.ompde.Hc..ia de a1it.i.C.u.e.1Lpo.6 a.11..U.-.tox..ina 11a..ti.va. polL 

!a. .tetina na.U.va. mCUl.c.ada c.011 1251 y .C.o.&. clióeJz.en..t~ péptido.6 .61.n mall.call., obbeJz.-­

vando que bo.Co .ea. .tox.lna. .6i.1it(!t..i.ca. compCc..ta -e.& capaz de de..6pia.::.aJt a. fu .taxi.na. -

na.ti.va. y en me1101L gnado .e.a &ec.uenc..ia c.oMUponCü..cu_:te. a ta.& btM cuCVtt.ctb palLt.M 

de la. .toúna IW 11 -A•n39 1. 

Lo.6 11ti.J.imo.6 nuu.t..t.ado~ de c.ompete11c.1.a. .6e ob.tu.v.l~on poJi. el mUodo de i.nmuno­

en.6ayo enz.Uniit.i.c.o, adlu;úc.11do ta 6nac.c.l6n 11-11 del. ve11cJ10 de~- nox.i.U.6 a .ea. 6a­

.1>e •6Uda. 

Et a11t!U.6.U de IU.dno6-iLlci.dad .i.11cli.c.a. que. una. de !a.6 Jteg.i.onM mlfb expue.&.ta.6-

M ..e.a. compJz.endi.da en.tite Vat5 y G..e.u 19 . 



ABSTRACT 

f1!c liavc pu.1Li6-i.ed .to ltomo9e.11c..i.,t:y ~evc.'t.a.l'. .tox.{H!i 6.1tom .tl1c venom t•6 tlic mc>.:.<.cc.11 

!iCo-'Ip<.011 Ccn.t:Jzu,'l.o.idM 11otiu.t. Ho66ma1111 f Pcti.t.an.i e.t. at., 1981). ThMc .tox..{11fi /¡¡1\'t 

.t.11011.•11 .:tlra..t .t.hcy .i1t.te.'I6e..'l.c wUh .i.01Uc. cha1111r.t,!, .i.n 11cu.'l.c•1~. 

Ou1z. .C.abv.ta.t.01¡_y .i...-6 conceJ<.nc.d 1u.i.tfl .thc. ct.uc-i.da.Cion a11d chaJt.actc.JLi:at-ic,111 o~ .tlic 

an .. t.i.gCJU.c a11d .tox.-lc .6.i..tc.6 06 .:t/1e&e to Un.:,. 

We liavc ~y1ithe!>.i:::.cd, by .tlic !JO.Ud phrui.e pti.ocedu.:1.c. (Mv1..:i.i..ó.i.etd et. a,f., 7963) 

.&.ix. pcp:ti..de!i. Tite.y m.Un.i.c. runi110 and ca..'l.iJox,i ,te.Juni.na.t -'tcg.ictJt!i C'& toxi.1: 11-11 e¿ 

.t.hc .6C.DJtp-lon f:_ nox.iu!i ITlvr.
1

-Sc/i.
9

, ThJ1.
1

-Lc.u20 , ,'.tc..t
30

-A,,!¡n
39

, ry.t
27

-A!i11
39

, L!J.!i 77 -

A!i1139 a.11d .tite whof.c. .tox.A..11 TIVt
7
-A!in

39
¡ a11d onc pe.p-tidc. Ly.t> 1-rh.t 10 ¡')Jiom tci«n 77-9-

2. 2. 

At .t/1e pc.ptidu lt'c•.:tc :ic.pa..:ia..tc.d by H{gf1 Pc/ióo-'unancc L,.(·.qu.,i.d Cf1J1c•m.1.to9'1.apl1y cn:­

a gcf. ó.U..tlta..tion co.twnn {1-125 (1'f1ci.tma11. 

ti6 a.t.t µcptide .t.e!i.ted, on{y Tf¡,'t7-SC't9 c1J?d Thk¡-LCtL20 ú.lC.'tC 6oct11d :t.ox.i.c ,¿¡¡ 

fni ce. 
Att pep,Ud~ it'C/z.e a11.t.i.gc1z.{c.!i .i.11 mi.ce.. On.f.y :thc. a.11.U!ic'I.um ,'!a..f..!icd aga-i.11 1chol:.c 

.6!J1ithe:ü.c :tux.in Jie.cogn.i.::.cd :to na.t...i.vc. .tox.i.11. 

ú.Je l1ave ~f1ot1JJJ .tha,t .thc ~1J1t:lf1e.tic l!.cp.C..i.c oó .t.fzc Nox.A.tW:toXÁ.11 tl'Cl.6 l!.ccogn<.::.cd L\!! 

aJLt.i...!iCII.urn ttai...bc.d agiún 1ut.t.i.ve .tox.i.n. 

In o,1dc/t :to ó.i.11d .the. po.i.n.:t oó 9-'l.ea.ted .f.oca.f. hyd:z.oplúlici.,ty :tite ptr.JJnaJty -O.t.'l.US:_ 

.twtc ICM anaJ.'.y::.ed by .t.hc Hopp a11d Wood!i me.titad, a11d .U tva..& loca.ted 1tti.:th.i.n l!.U-i.du­

M Vat 5-Gtu 19 • 
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I. INTROVUCCI ON. 

La c.ompJz.e1w.l6n de .C:a.& 6ti11c.,lo11M bio.f69.ic.M de l'ttb p.'to.tel11ITT e.6 un pu11to 1-mpoti.-

.tan.te. en hioqu .. Cmi.ca.. Leui p"-o.telnM dMc111pc.i1an .6u 6H11rJi6n, .l11depc11dic11toncJJ,te: de .6u 

· i1~Wta..leza.~ 111<?,C:Üan.te .6U u1ú61t a. una mo.téc.u!a btanc.o palUl 601unM un comp(ejo. E.6.te 

complejo pu e.de .6e!L :tlutn!i.lto!Úo, 1xv1..ec.ido a.e de una enz.ima c.011 .6tt .&lt!>Vta,to o puede -

óeJt. muy u.tahee y v.i.Jt..tuafmen.te. .ilv'tevelt!> ible, como et de .ta l1ap:togf.obi.11a c.oii l1emo9.C.E_ 

b.ina. o puede po-0.eeJL eti:tab.Wdad que cae a.C:gtu1Clli vece-6 ~1tbte. e.ti.to~ rlo.6 cxt'le.iuo.6. En 

lLtguna.6· c.MOó fa deteJu11inaci.6n de .f.o!> pMámc..tAo.6 e!i.t..ltltctu'1.aie.6 de tu1 J)i.-ti.o de uni.611 

M c.Jt,(;t,¿c.o pan.a et en.tendúni.eu.to def. modo de ac.c,l611 de Ca p.'to:te,lna. 

Lo.6 pJz.i.mCll.o.6 .6.i.tJ..0.6 de Un.i6n de pll.o.te.Cnct.6 que /1a11 !iido c.ompl'Ua.inc.11.tc deU11ea-­

do.6 y ó.l1Ltc.tÁ.zado.6, .6011 aque.Uo.& que u.ttfn 1.11voluc.11.ado& en ta uni 611 de 1111a p.'l.o.te~l11il. 

q.11ü91'.!'1úca &on 1111. an,t.i.C.fLeJr.po. E.&.ta.6 1te9.i.onC'.,!, {.&.lti.C'~ tu1.tigc!ntc.o~ l /utn !.c,'tvi.do como 

wodeC.o ~ pa1u1. l1ac.V1. ,'z.eg.i.011M ·.6.i.11..tc!.ticM que .úni...tan o.tJto . .'i .6.Uio~ de u11i611 de .fa p'lo.tc.­

.(na. 

La ex.p1teJ.i-l611 de fa accldn b.io.C.69-lc.a de a.egt111M 11c1.L1to.tox.i11a..'i dcJ:. \.'C.11c110 dc.f.. a.ta 

c..'liín ~itltt11to.i.de6 nox,iu6 c.otec..tado en Naya1tU ha ,f:¡,ido c.!:itudiada. LM .tC'.\-Íl!ct.'i t.Cama­

da.& 11- 1 O !f 1 I-11 de M.tc. vc.11eJJo c.j Vtc.e11 r.tlec;t.o-& .6.i911 i ó.i. ca.t..lvo-.'i .'iob.'l.c Ca.'i p,'l.opi.cd~ 

dc.6 eC.c.c...t:i.06.U.i.of6g.i.c.a.!:i de..i axo11 9.i.ga11.te. de. c.a.Ca1~uvi (Ca,tlionc. !J c.ot., 7 9S2}. En plt.!:_ 

.6c.11cia de aa,t.i.c.ue/l.po.6 11ct1..tJuU' .. iza11.tcli c.011-t1ta ..Ca,!> .tox.i.nct6, c!.'i.ta..'i 110 c.xp,.<.e-.'iall .'iLt acü­

v..idad b.i.o.f.69.i.c.a. f,.'ito C.'i b.i.c.11 ,{_.f.tt.'i.t.-'l.ado polt el /1ecfto de. que et .t..'l.a.tamic.1:.to má·.'i cóc~ 

:ti.va c.ontJta et c11vc.11c11amic;1.to p,'z.odttc.i.do polt ía pi.cadu-'l.a dc.t afac.-'i.,fli, C..'i et tt.'io de -

un cuLt.lve11eJJo (Vd Pozo, 7962}. E.&ta ob..'iCJtvac..i61t .úupUca qtte en la p-'ie.'icnc,i_a de an­

.ticuVz.pob c..'ipccl6.i.co.b con,tJta ta 1teg,i611 mo.CccufM de .Ca -tox..ü1a, -'<e.'ipon~<tb.Ce de la .i!}_ 

.tc./rac.c.i6n C..'ipcc..ióica co11 ef. bC({11co r).i. . .'i-lol'6g i co, .'i e liac e ,(;~acc.c..'i-i [,l'.c o C(·11¡íc·-'rn:ac-io--

11a1Jnen.te di.6Vz.c.11-te. 

Obvlamen..te lUta. c.omp1teJJ~.i611 c.ta!Ul a 11.ivcl motecul'.a.'t. de e.fi.tc p't.obf.cm:i, 1tcqu..lVtc 

de fu c..Cuci.daci.6n de .Cob~,!:iili.D.b .tox.ico-~ e .i11mlt11ogé1Uc.oll de .l'.a,~ -tox.inafi. 

E-!itc .t':.a.bc:.jo .'tcpr':.f:t. fe!. ':C'.~!lttndc!. p':::lli:!ii::t':.e!., t':::tai:dc de ::::..t~i!.(,t.':. c.!..tc.!.­

a,~pe.cto.6, e1t d c.a..'io pa1t.ticttfa/t de C.a. -tox.i11a 11-1 J a.-W.l'.ada y c.cv'l.ac.tCJti:ad¡1 '{fL(mic.~ 

me.1i.te del. veneno de.t alac.Jtán C. noxitt!:i: ----
Una apftox...i111aci.611 geJJC/lat pcu1a de6ini..'I. un. ~.Ltio a11.t.i9(1tic.o o u11 !.-i.Cio de .i.n.t~ 

acc.i6n. de ttna p-'l.o.tc.i.1u1. c.011 óu <l.nt.icflr/ipo c.L•ft'l.e.!.poHd-ic11do a .l'.a :i.cgi.C-11 bCa1zc.o donde 

eje,'I.c.e .6u acc..i.611 cic.,'L.ta p1to.tc.(11a, lia fii_do po,'t ó,'lagmc.11t(lc-i6u de p'l.o.tc.(1111..'i con .tc!c.1ú.­

ca.6 e11¡:.{m,tüca,.'i IJ qtLlmica.6 !f lÍL• .. te.•unl;ut cu.f.f ¿}:~'i.811h.:.1¡.to C\.!il.'iL'...'~1..1a .fa C•lp,1cid.ul de ,i11-

.tcJiac.t11a,'t con .'ifL ctn.ti.cuc:1po C' ,5u ff.ccrptoff.. lb:a t•r: que. c~tct ·'lc9ié11 lzct 5idc .{dent-i!,f. 

cada, -be puede ca1ttlc.tCJLiza.1t polt comp.1'1.aci.611 de lteac.ti.vidad de . .f.a. pff.o.tc.(1:,1 qiúmica o 

b.iol'.69.ic,1me11A:c. mod.i.ó.i..cada o de .!Ju!.. ór.a9mc11-tc .'i. F.inal'm~n te. .Ca .~ [¡: tr-.'ii.~ qct(mi.ca de. ~ 

.ta.'i -':.eg.i..011e.'i puede .5,e/t u.'iada p:-v1.a .i.dc11tió.i.ca't que a.mi.11oifcido.'i, r.'i-t.'ltlct:1't.1.'i o co1160~ 
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mac-ionM pa.\.Uclpan en la urú611 de. .f.o.6 a11Ucu.eJ1.po~ a .~u 1tc.cept0Jt.. 

O.tita. ap:;.o:<.Uiuic..i.ón ,f.mpo11.ta11:tc. e6 ta ob6Vtvac,i.611 de ta lLCac.tiv-idad -i111mtn<~fsg.ica 

c.Ju1.zada de órunlU_a..~. de plt.o.tel_>Ut6 de cli.6e.-'I.e1r.tM e-~pec..lM, c.011 6 ccue11ci.cw lic•m6Coga~, 
mo6:tlut11do la ,únpo~ilcia de. JiMi.duo.6 va.!Ue.11.tM evo.fu.ti.vamen.te. E.6 . .to& M.tudl.06 l1a11 

deJno-0:tJutdo qué la 6U6.tÁ.:tuc..i.6n de un .&.i .. mpf.e a1n.i11otfcldo puede /1acM .l1w:10109~11ica u11a 

J¡_cg-l~n .tiob:ie. .Ca 6HpM6.i.c..i.e de una mof.~clda de p1totel11a, :tae como ta .f ... L~oz-irna {Tal~a­

gafú y col., 1980) 1 la l1c.mog.Cob.l11a {Lc.aclt, 7983f U U±oc!tomo e (Je.t11me.-'t.~011 fJ Mn.Jtgo-. 

fJMlt, 7 979a, b}. 

La .<.11.te1taccl611 pll.ote.l11a-pho:te.l11a e6 un pJtoc.c..!io compf.ejo que ,ti1vo.l'11c.,•ut ccviac .. tc.-
1Ll6:ti.c.a& de .ea 6upcJL6.i.ci.e mo.Cec_ulM, -i..n~uyendo {a QoJima, compl'.eJ11c.11.ta1tidad e liid'1o-

6ob.i.c1.dad de .Cá.ti .&upeJLó..lc.Zu -¡110.f:ecu.f:Me& que u.tan .l11.te.naccio11a11do {Ta...i11e.Jt J. y 

col'..., 7984): 

1. Tou'.na.b del. Veneno de Ai'ac.Jia11e..&. 

Lob pW11e1tOb u.tucli.ob &obne uei1ei10 de. a.f:ac)[án 6uc....'io11 mo.ti..tiadob p'1,Ü1e-ipal111c.n.te 

poJt C.a .ú11p0Jt.ta11c1.a mécli..ca de. .Ca p.i..cadtUta de aCacJttin, c.n ua.Jt.iM 1lC.f1-ÍOllC..6 _ det mundo -

como .f:a Jtc.gi611 1104te de A6tica, f.!ético y Lc.ja110 O,'t.{c.n.tc.. LoJ.> p!1.i..me.J1.06 vc.11c.11ob ana.­

Uzcido.6 6ueno11 aqucl'.iob de tuu1J.> cuan.ta'.> e!ipC.CÁC.6 que .6on peÜ8ft0.6a6 paJta et l1ombtic.. 

Co1w.ldcJta.11do .l'.a can.ti.dad .Lúnü:ada de. ve.ne.no qtie. un al'ac.1l.d'11 puede. .i.nyc.cta.Jt u et cua.­

dJ¡_o C-l(n.,i._co d-'U'l.má.t-lc.O que pttC.dC. !t<'...HtC..ta.Jt de. UJla .!;,,i._mpfc. p.i_cadu.-•ut, C..6 obvio que e,.t -­

VCltC.llO det a.tL~c..'u.1:n puede. coJJ.tc.;¡e--'t componc.n.tM af.t,imr..11-tc ac,Uvob cuya putU6.icaciún -

C6 deoea.b.Ce e.u anden a dc.tc.lun.i11aJt bu. Mbtucl-u.-'la y a eluUdM .!itt modo de. acU6n. Abl 

óttl! como una óaJJii.L-ia de ptio.tú11M HC.tVto.t6x.ic{t6 óe caJiac..tC!JÚz6. f,frfb da.to-!> .!:iob1tc. c..6-

.t.oJ.> compttM.to.!:J ptteden fiaccti dc.c.C..fob, f1ehtri1i¡1{c.11.t116 1fti.Ce!i c.11 1:c.H'ioli.i._of69ía. 

En 9CJ1c•.1u1t e.t vc.nCJto de. to..6 ct-tac.)[a1te6 c.6 dr. apaJUc.11c.ia. tc.c.l10.6a opa.Ce.e.en.te y 

con un pH aLte.dedoJt de 7. Et vcnc.uo ob.tc.n.i..do po!t c.6t.imu.l'.ac..i611 etéc..t ... 'Li..c.a. del .t.ef..6011 

del aCaC1I.á11, di6ttef..to ei1 a9ua colltic.11c. lOI ma.tc.,oúa.C .in!ioiubtc.. que pt1cde bepMa.-'lJ.>e poJt 

c.c.1i~'Ll6u9ac..l6n !f c.a,'i.c.cc. de. .tox.,i.c..idad. AC ¡xt-'i.c.c.c,'i. .~on r:::1cop,'tctc..(¡¡a!i !f dc!icc/¡o-6 cetu­

.fM.e..6 como mCJ11ÓJu111M, aunque la c.ompo.!i.i._c{.611 no (1a. !i.i._do C.6.tud-i.ada. La paJ1.te. -!iof.f1bC.c. 

c.011..t..ic.ne :t.odo¿, .Cob compone11.tc..6 .t6x..i.co.6 1J con6-Ll.te en ¿,u mayo1t pllft.te de una me.zeta de 

p1to.tc..l11M lJ péptido¿ de d,{ 6 cJtc.11:tu pe ... ~ o 6 moC e e.uf a'1 c-0 y en mc110Jt can ti rl<ld lípi do 6, 11~ 

cCc..6.ti.do~, 6a.lc.6 o-'tg<'f1u'.ca.6 tJ amútcác.ido.6 Ub1l c.6. 

Aunque .6C. c.ncue.11.t.•1.tlll p-'<-e6c11.tc.6 af'.guna6 CHzimM, ia acc,l6¡¡ fetal dt!-f l'CIH?llO 6C. 

abúbrtye plti.11c..i.pa..tmc.11.tc. a u11a .6Mic. de. potipcp.tido6 11c.ut¡o,t6x..tco& que di6.i._c/re.11 en ei 

gJLado de .tox.icidad y c-ompo.6-ic.i611 de. cuni11(!ác..ido6. Et .té-'ani110 11eu110.tox¿11a 6C. Jtc.6iVLc. 

a aq1te.Uab p'i.t.tú11M o poC.ipépü.do¿, que bloquean -l'.a. .t.'i.a11!:imL6i6n .6,(1¡,fp.Uca at comb-i.­

naJL6c. con -l'.M P1cmb1la11a.6 de.C ..!J.L!>tCJna IH!Ji.l'-i.060 {Babin !fe.al'., 1914). 
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Lrui .tox-i.1uu det veneno de.e a.laCJttfn .6011 p.'to.telnM muy M.tab.f.c..!i, como óe l1a ob­

óC/Lva.do polt. ex.peJúJnc1it.oo de .te/HnOdCA1uttu.1iaU.zac-i611, ~egu.ido pult. d.iópM.!:..{6u 6pt-<.ca 

Jr..o:t.a.to}f,,{a, .fo.ti que han mo¿,;t!¡acf.o que lM .tox..l11M de .f.o& a.l'.acJtana~ mexl.cauoó !J bJz.M:!:_ 

. .feiio& .&on molécula.& a..C.tamen . .te CJ11pacad~ !J c,!:..:tab.f..Uzadall polt pue1ite6 dú.ri.C6tUto. Al 

guna& .tox..i.na.6 del veneno de·to& af.acJr.an·ei. de.f. gé'11Vto Ce1UJuvio.ldu, al l1CJI.v-lMc. po.11. 

5 m.i.nu.to.& vuelven a Jtc.ple:9M&e .t.Júdúnen.6.io11alme11.te co11&e)1.va11do &u .toxicidad ( Pc.6.6a-

1U. y eot., 1981). 

N11e!:.:t1Lo .eabo11Ít.
0

tatio, Ita ca't~1c.te1tlzado .et veJ1e110 de t1f1lt'J1,1u''·!:. dct !Jfl!r'to Cen­

.ttr.uJr.o..i.du y Ita prVLi.6.i.~ado "vaJu'.a.& .tox..i.na.-!:. de .fa.!:. e6pec,.l~ ~ nox--i.1~ (Vc11.te 1J coi., 

1980), {Po.6óa1ú y e.o.e., 1981), f.:. eC:ega1u. {Po.!:.-!:.a1ú y col., 1978) y C • .f..U11p.i.dtt-!:. .te 

coma11u.h (Po.ti11a1ú. u c.of.., 19801 1J ha ob.te1údo la· .tiec.c.u!11c.-ia. c.ompC.~a de vatu'.a..6 de -

eUa.b Q..6,( e.amo .ea .6ecue11c..la. N-.tC!Juni.nctf. de o.tltru.. 

La..6 .tiecuc.11c..iM NT-te.Ju1iiJ1a.f.. de Ca.ti d-l6Vt.c.ntM tox.iua..fl e!>.tudiada-&, be /1a.11 ag-'tupa­

do luu • .ta e.t mamen.to e.11 11~cvo11 g!tupoh M.tltuc..tw~a.f..cv.i c.011 ba&e a Co-0 am<.11ocfe..i.dob 6at­

.ta11.te.6 {Roc.lut.t 1j e.al., 1970}, (POb.6a1ú tj e.al., 1985) adCJHa& .toe f1a e11co11.t11ado que en 
e.&.ta.6 .tiecuenc.i.lt.6 N-.te/m1.i11al cx..i..~.te un 50% de f101110C.ogla c..11:t.Jic ct.{a.-0. E.tite atto gJz.a­

do de fiomof.og.(a .&ug.i.e.Jt.e. que .C.a i:o116e.-'1.vac..l.611 de f-0.ta& am.ii;o,fcido!l Juega un papef. .i.J11-

. po4ta1ite. en f.a..6 6unc..io11e4 b.i.0!69.ic.a-0, dado que. piieden c.c·11~Uti1.Ui et &-i:Uo ac..ti.vo, -

.&e!t e6e.11c..i.a.teli pM.a. 111a1r..tene1t .l'.a c.on601LJnac..i6n o be.-'tv.i.lt pa.!'ta er. dobfami.e11.to de .f.a c.a­

dc11a pcp.tCrüca 1 Uo.tfú11 y col., 1971 J. 
Eh p.'tobabee que la pJz.N c11ci.a ele. c.c!a;t.'1.\1 puci:.te.6 d.i.-.\(L[6tl~'lo en .Ca.6 p-'tr::te[ua..6 .tan 

pc.que.iiM .bean ltMpon.6abi'.M de. .fa gJuin e6.:tabi..ti.dad de e!l.ta.6 .tox.i.na.6. La locaUza-

c..i.611 de lo& puc.11.tv.i cli..6u1.6f..L,'l.O C6 polt .fo ;tcui;to mulj .i.mpoJLtan..te polt el papee que. jt{e­

ga.11 en ea -tcf.ac..i.6n e.!lt!tuc..tuJ¡a 6101c.i.6n. 

Co11 el objc;ta de ob.tc.HC/I. .{nóo.'t.mac.i.611 !iob.'1..e e.e -!l-Lti.o de. acc<611, .6e. lia.11 tCe.vado 

a e.abo vatu'.ll..6 mod,¿6.icac..i.one¿¡ ql.LÚnica.6 &ob,"f..e a.Cgrout6 .to."(,i11a6 c.onoci.da&, e11c.011.tlta11do 

que. la .'l.c.ducci.611 de ioó pue.ntu d..i..-!iut[.uJto, mocli.ó.{cae.i.611 de cMbox..i..to.& u ac.e.t..iia­

c.1..611 de 9n!1po& runi110 111tU6-ican .Ca act.i.v-idad de. c..6,tfl.6 toU11a.6, .!l119.i.Ji,i.cndo M,( Ca. .Un­

p0Jr.ta11c.ia rl<'. af!]111tc1.~ a111{11<•rfcidr!.i ~cb'r.c. fa .tcx.ic....i.dr..d IS.""U:;pi.v•ú y .:.uf., 1975, Clúc:1e 

po11...tic.he tj Lazdu11.&k.i, 1970, Roc.fu"Lt u Srunp.i.VLi. 1976). 

La u.t..i.l.i:::aci61t de .f:rui .tox..i.na.& e.amo /1e.-'l.!Lrunic.ntab ¡.xvut M.tud.i.o.& 11ctUt.oó.i.6..i.o.f.69.i.­

co.6 &UJt9-i6 a p'r.i.11c..i.p.i.o-6 de 7960 con et c6.tudio de .f.a Tc.:t."f..odo.toxi.11a, que. btoquc.a e6-

pc.c.i.6,i.c.awe.1Lte ef. ca11a..l de. ,.!>cd).o {l~raJu1f1a..6f1,i. 1j c.o.C.., 1964, 7969). Eóto C.~ÜJ1;t1t6 ce -

v.i.tud.io de una \h1.JU.edad de. 11c.uJto.tox).11a.6 de d-i.ve.Jt!io.6 an.ú~:.1Cc.¿, c.11bz.e. e.f.fo.!i .fa6 de. lo-0 

aeacl!.ane.!l, pa.JUl e.e cir:pec.o de. f.a ,1cc..i.6"n de C!i.t<ió -!ii.JÚJu_! .t1..•!:. c.anatc.~ .{011i.c.o-6 C.OJl el 

ó.in de. podeJL ca..'l.ar_tr.JU".za!Lfa...!:. f.t111c.{cnaCmcJ1.tC. !ic•L''<C. fa~ mCJ'+,'1.aiut~ 1:e-'l.v.(v.5a.6. 

Se /ian ptibUcaclo d.i.vc/L!:.O& .t-'1.abajo"6 dc.t e6cc...to det l'Cllc.no de ta,6 atac'1.lt.1:e.6 -60 

bite .tej.ido.6 cx...i.tabtu, c.11con .. t.-'l.<1.11do que aCgt111il.-!i tox.{na..!:. .1ctua11 6ob1te c.ana.i'.eb ,[o- -
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n.ico.6 depc.nd.ieJl.tC-6 de vol.taje. LM .tox.i11a.b de. afgtu10¿, a.i'ac.Ji.a11M a6Jz..icano~ .{ncJte­

meritan .C.a ac..t.i.va.c..l611 de .to.ti ~~nafe-6 de. .bocllo ( Ca..tte/UiC, 1977}. 

Puede deCÁ.ll-6e que en México cx..W.te.11 .6e.W e&peclu de _tt..cac.Jtatte.6 pon.6oíio·z:o.& pa.. 

na el ltomb1te: del. géne,.'l.o. Cc.11.t.'l.Wi.o-idu (Ho66mann, 7938)., S._ .Sc.ulp.tuna.tu.&, f_ • .6Ü.--

66u..&u..6 con do& 4ube.!ope.c..ie&,- C • .6. c.fie,.'lamb.igU lj ~ .6. 4u.66u&tt6-, f.: .t.únJ:>.ldi.u.> Ump.l 

dtt6 y el C. l . .tec.oma:1uL6, ~· .e1ega1?.b con doJ &u.behpeciCh et C. e • .i1t&uf.aJt.W !J e.C -

C. e. e_C.c.qa11 .. b, C • .i11óam~"-tu.~ u e-t C. 11oxitL.!. • 

A. E.f.. Atac.Ju'ín Cc.11 .. t-'l.uJLo.ide& 110.x::itl.6: 

E& uno de.to& a..eaC.1út11M • mi:U 
0

.i.11-tQ/l.Man.tu polL .6eJt. et mtl& po11boiiozo cltado fut6 

ta. el mamen.to, :tenÁ.eJJdo u11a do.~.i.ll .C.e-tal de O. 2s ·m9//29 de pe..60 paAa e.t :¡_a.t6n. 

ve.e. veneno de~ 11otitM .6C. /ian cú.6.Cado t..ie;te 6nac.c..lonu pJzÁ.11cl.paf.c!I qiie. c.011.Ue 

nen poUpep:tido.6 .t6tic.o6 1.ían.a et 1tat"611. La.6 :tc1U11a-6 <Ú..lifadrw liM:ta e.f. mome;U:o p1te­

.6C1U:a11 c.leJLta..6 c.an..a.ctc.:1..i.!l.tica-0 en común c.11 .ou compo.o.tc.i6n de ami11oác.ido-!l. So11 p.'Lo-t~ 

-Ílla.6 bá.6-ic.a.o, c.011 tui pe!> e moCecuCaJt af!rededoJt de 7000 !./ con.ttenen cn .. Vtc 39 o 65 1té­
.6-i.duo.6 de cun.i11oác.ido.6, p .... c..!>cn-ta11 8 ci.6t:Úna.6 como .ta mauoMa de .Ca& :t.ox-i11M de..6cllÁ..-

:ta.6 ha.6.:ta e.e momen:t.o, a. cxcepc-i6n de fa .:toxina IV-2 que al pcVLeccJt -t.ic.ne 6 W:te-

l11a.-0, no co11 .. üe11e mc..tio1ú1ut exc.ep.to .Ca .tcx.ü1a 11-1-1 !J .C.a 11-11 Qtte pJie6eH:ta11 1. 

La.-0 t:ox..ü1M de.1.. g~11cJto Ce11.ttu1:r.o.ide,s p1te!>eJJ..ta11 ::011a.6 de at--ta f1cmo.C.og.la c1i-t'Le 

.Co.6 Jte6-i.dtto.6 J-5, 8-10, 18-20, 21-25 IJ !a po.6-{c..i611 de f.a6 cLl.tú11a.-!:i, a cxcepci6n de 

ta. :t.ox...lna. 11- 11. 

La Nox...ius:tox.ina qtte tiene 39 am(noác-ido.o, contiene 6 c.i.6:te..(na!l u una 111c..tion..i11a 

e..6 .. tot:almcn.tc dt~c/1.e;1.tc a :toda!> fa.6 :tox.i11a.s ci...tadas fias-ta el momc1t.to en .Ca -t ... i:tc.1r.a.tu 

JUt, po.6..iblci11e11.te. pc.Jt.t:cne.:c."t a u11a. 6amilia de :tox...ina6 d-i6Vte1itu (.ro.6.6a11i lJ col., -

1982). 

E.o:tudio.6 JtC.CÍC.11-te.6 COll c.f VCJJC!J10 de ~ ~OX-i_t~, td .. {.f...{.::Clll<ÍO OXC'llC~ 9iga1t:te6 de -

c.ctCama't, dei~1o~t/1aJro11 l'a c~,{,~:t<'11cia d<'- do.& :toXA.~11M dr_11om.<_11ada,!i 11-10 !f 11-11, que e.n 

c.on..t:La-!l.te con et l'c.11eno de .fot. ataManc..6 aó1úci1.110.o, ac-fu,ln c .. -!ipcc...i.6i..:~·;;1ic_1;,te .. sob-'l.c. el'.. 

cana.e. de .6ocllo !f de po:tM.io Jt.e..6pc.cti.vamc.u.te. La 11-1 O dc.Vtece .Ca pc./uneabiUdad ai 

.6ocü..o y Ca 11-11 btoquc.a to:tatmc.1itc. et ca11a.t de pota.6.io. i\mba.t. ae-tuan .i1:dcpe11die11-

:ten1en.te del'.. vol.taje lJ .!>en to.ta.fmc.11.te Jtc.vc.-'l.-~-tbfc,!l (Ca'l.bcnc u cot., 1982). 

En .fa .5.igu..ie;itc. .!>C.cc..-i.6n de e...~-te .ttr.abajo .6C e11cuc11t:1tan cop.ia.6 del ait.Ucttto "S.i~ 

.te&Ló de p;!p:üdo!. IJ ..!>U pc!libCc !ttif-(:ac1~é11 ccr;a l'nctn~a!\ C(•11t:1a -t<'~-ú1n.6 de al'acJ¡aÍ1". 

en e.f cruft .be futce 1111a 1¡n;pfJ.a de.t.ch.J.pc.i.611 de ..Ca ptt,'l..i6.icaci.611 y ca'l.ac..tC./tlzne-i6n qiú­

m.ica de .t.ab .tox.ina.t. del veneno def afacJttln _e;_ notitt.6, poh.. .fo q:ue rt({U-Í l!C' l'M 1·icr:ci_o 

lilllté. 
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2. E•:tJtn.teg./.<U> paJui E..t:udla. de ü..tltuc..tUJta-Fu11c.l611 de PM.tÚn<U>. 

Veó.ido a . . fa compeej.idad de fo u.V.uc.tUJta de :ea.s·· p!to.teúuu. ,' f.~,¡, .i..Ltio,¡, a1it<.ge-

1úcoó tUi.l como ..Ca.6 1te9.io11u de .é.n..teJW.cel6n con o~ p1r.O.:tc.úut.&·, no pi.te.den dcité:lun.l­
naJU>e Mc.ihnen.te. Se lian p!top.l;,,..to VCVÚIU> u.tJuiÚg".iiu. pa!ta ee uétudlo <!e M;/M Jte­

g.lonu: 
-a) E.&:tucllaJz.. .to.& ei)ec..to.& de Camb.lo.6 · co11601Unq.c..i.ona.eé.& ·:-~¿·b1r.e:· .ea ·.i.11~u;1oqu..Cmica. de 

.la& pho.teCnlt.6 • 

bJ E.&.tud.io.& de co1160".'Unaci611 e .i11mu11oqu.C1nica de de.Jti.vado,t, ·qu.CnU.coó e.&peúó.ico& 

de l<U> ¡mo.tú11a.. 

el :A.l4.f_run.le.n.to !f e.&.:tud-lo de 61t.agme.Ji.to.& de p1to.tW1a que &e &upell.ponga.11 1xVta.. 

.idenX..ló.i.cM. poJr.e-lonu ,l1u11u11oqu.ún.icrune1t.te lt_eac..üveui. · 

.dJ E&.tucli.aJ?.. .ea .inmunoquún.i.ca y con60Junac..é.611 .de d-e/Úvadoó qu.6n.i.C.oó e.&pec..l6ico.& 

·.de p€p.ti.do& que óon .inmt111oqtLÚnicamc.Jtte Jteac..t..iuoó. . 

el Vell.i6.lcaJt. .C.a .f.oca.Uzaci6n y poó.tvúom1u!..JLte de.Line.M lo& .&Lt{oó a11:U91!11.ica-0 

de{iucldo& pon. loó pci.&oó antC!./ÚoJtM, poJz. &.ln;tv.i..i-0 de M.ta.6 h.C.9.i.011M (Ata-0.6.i.., .1984 J 

O:tlu:t U.:tlutteg.i.a .i.mp0Jz.ta1ite, Ll et a.11.r..!'Á..6.i...6 de fa .6 ec.HCJ1cja. de l.a.6 pJ¡.o.tc.i..11a-0 -

en 1LeCac.-i611 a un .incli.ce de li.i.dkoóob.i.c.i.dad {Cf1ou y FMma.11, 1984). Uíop1i y Wood.6, 

1981 J, u.te a.11~..W coJVtef.ac..i.ona .tof, .&.i..t.i.o.6 an .. t:.i.9<!1úco-0 co11 fU.dh.oóob.i.tidad máxima. 

Sin CJnba.Jz.go ut:a. Jtei.ac.i.611 no .&.i.CJnpJz.e. .6e cumple. Polt eje;nplo en el Clt.60 de la mio­

glob.ina {/.lb) ee ai1<f.e.i.<1.{,¡, de luc&wóob.ie.idad »evtla que ,¡,oto do, de ea-0 ,¡,.i.t./.o• cuiti-

9éJU.co.6 co.i.nc..i.dCJt con hi.dJio6ob.i.c.ldad máWna y o;tJ¡_a:·zana de máx..úna fúdJz.o6ob.ic.i.dad = 

¡¡o e6 a1z.t..i.gifn.i..ca (Áta.6.6..i.., 19751. 

Lo.6 Jz.Llu.Ltado.6 del e.&:tud.é..o de .ea MbwctWLa .a11 .. ti.gé11.i.ca de la /.lb C.!i una .i.nd.i.c!!_ 

c.i.611 de. que :todo.& lo.& .6.ltio.6 a11 .. tl96u'.co-0 e.&.tán expue.6.to.6 pvr.o nti :toda& .f.ru Jz.eg.i.o­

lle.6 expue.6.ta-O co1w.ti..tuyen (Ul &.it..io an;t..i.g<!n).c.o. EÍ 'M.ta.1t expuM.to- 110 e.6 c.JLltvúo 

.6u6.ic.leiLte de anügc;U.c..i.dad, pok lo .:tan.to, lo.& .b.l.:tio& a1it..i.9én .. i.co& 110 11ece-0aJÚa.men­

:te .6011 zonM de aLta fúd){o6Wcidad. La-0 .i.11.tvr..acc..io11e-0 hi..d){o66b.iccw, 6Jz.ecue1i.teinei2 

:te, pJz.oveen mayoJt con.Wbuc..<..611 a la CJ1Cll.9.Ca de. u1U.611 poJz. ejCJnpf.o en la.& cade.na.6 

a.i6a y be.ta de. la Hb, et .&.i.ti.o md'-0 .i.nmunodo111i.nrut.tr!;··no e6 el. de. máx..úna fU.dJz.oó.LUCÁ..­

dad (Kaz,{m fJ A~-0..i., 19821. [11 et. cMo de .ta heinag~uti.11..lna def. v.i.llfl.6 de la .i.n6f.ue.~ 

za, .6e Iza loca..Uzado tut -0..i,tio 6r1eJLtemeii.te i1w1c11109omli:an.te e..f. cut'U. u CJi..t:vu:unente -

hici.1toó6ó.i.co {A;/M•./. !J Web•te.Jt 1983); Se e11co1t.tJta.lto11 cJo,¡, 1teg-io11M MÚJte tl c.l.toe.Jto­

mo C, que e.Jl bcwe a .6U /z..ldl(o6.i..tí.c..i.dad .&e Mpevtabf:l.11' q~e ÓUC/talt i11mu11ogt!1úco&, pell.O 

/t.e.~cL-C.twtou no .6Vt a11..ü9~rt.ico-0, (A.ta-0&..i., 1981 J. 

A. Eóec..to de la. Su!.iti..tue-i.ón de Anti.Hoác..ido.6 ·• 

LM cú'...t.evtac.i.011M de .ta na.tu.t¡_af.eza qu.(.11ú.ca de una cadena. .fate/Ul1. den.tito del. 

.h.i.:tio a1t.t.i.96i..i.co (Jz.emoc.i.6n OILC.Ví!J¡,b.{.611 de u11a ca.Jiga: Cli.eaci.611 de. una nueva CM9a., -
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clú1ii1taci.611 de un puen..te de lúd1L69c.110, c...tc.., l caMadct.6 po!t mocli6.lcac..i.011M qu.íJIÚ.CM o 

camb.iob e.vo.Cu;tivob en una pn.o.túua l1om6.Co9a, pueden cau.balt.. tota 1Lc.ducci.61t o et.ú11ina.­

cJ.611 .to.tal.. de .ta hcac..:t.iv.ldad de;. u11a Jtc.9-i.611 en una pno.tU11a. 

La extc1t6i6n de la mocU6.i.caci6)1 de. ~a ncac;Uv.i.dad dcpc11de de .ta 11a.tuJutteza de -

R.o.6 camb..lo.& qu.ú11ico&, .ta .f.ocaLi.zaci611 ·dee- ·'i.e..!i,lduo que M.tá &.ic11do bWi.t.lttUdo o mocll-

6-i.cado !J .Ca c.011.t!UbuCÁ.611 ·dé M.te 1te6.lrluo a .fa c11VL9,(a .to.tal. de tuú6n o .i11..tvuic.ci611. 

MocU.ó.lcac...lone.~ q~u.única de ai'.9ttno.& !Le.!i-iduo.6 de a.uii11otfc..iclo.6 .tJútl'tu1cio11aCM C'.Jt .Ca~ 

.to:«.11CL6 1, 11 U 111 def._a!ac.ttán And!t.oc.tonu!i c:.us.t,'ln.C.i.6 Hé~~toJt .l11dica11: que fa 1tcduc­

CÁ.Óit y 111e.ü..lac.i611 de un enlac.e cli.&tú'..6toto rle&:tJ¡ufJC. .ta ac..tlv.idad .t6x..ica de. la tox..i.11a -

11; e.e ú1úco JtM.lduo de t.Júptofiano 110. e!:.tá. .t11c.11.Lido e11 c.t ,!;,.i.;tio acX-i.vo de la f!10lé'cu-

la. La mod,ió-icae.i611 de Unco de 1'..o.6 .6,iete calrboxilo.6 que .t.ie11e .Ca mo.C.é'cul'..a- Cfe .Ca 

.tox.ina 11 .6up1U.me .6u .tox.,i.Udad, la ac..c..ü.t.aci6n de io.6 tt.e6.i.rluo.6 de .e..Ll-i11a y .t.lJto.6.i11a 

en e6.ta. .tox..i.na. coudltc.en a .ea pé!td"-i.da de ta ac..ti.vl.dad .t6x..ica e .i..11mtt11ogt!n..ica.. EC. :úta­

.tam.i.e11.to de .f.a .tox)11a ace,t:,i_fada co11 lii.dJ1otlCaml11a tt.c..!:.-tauna pMciafmc.11.te .e.a ac..t.lv.i.dad 

a11.t.igé.1úca, la_ 9ua11,idi11ac...i.611 de .ta .totina. 11 no a6cc.ta .!:.u .tox-i.cidad .6.i61úli.ca.t.l.vame!.!. 

.te. La a.lqu.ltacl611 de M.ta .tox.ina pott. tfU.do .io-doacé:tlco a6ec.ta. .ta1i..to fo.b 9.ttupo.6 anii-

110 como loh tt.C!.6-iduo.6 de IU..6.tid-i11d. Se conc-l'.uye que al.. meno.6 una..Wi.o.6.ina. puede e.6-

:i.:aJt .i.nvol.ucAada .en. un .6.i.t..i.o a.1t-t.i9é.1úco de la toúna. 11, la. p~d.i.da de la. -tox.icldad -

·he. debe p'1Á.nU1ja.CJ:ten.te a mocU.6.i.cacA.onc..& en .f.o.6 1le.6.i.duo.6 de .e..Ll.i.11a (Rocha y Srunp.i.eJLi, 

1976). 

AdernM de .C.a.6 mocU.6.i.c.acionc.6 tt.eaLi.zada.& d.Ut.ec..tmnen.te en et .6.i..ti..o an.tig~úc.o o -

la tt.eg-l611 .t6x.ica, c.uyo.6 e6ec.to.6 .6011 6tfc.LC.men.te ob¿,cJLvado.6, la.6 .6U6.t.l..tucione6 que .úi­

voluCJLan tt.Miduo.6 6ueJJ.a. de e.6.ta.6 ne9-lo11e6 pueden cau.6M e.6ec..to.6 c.01wideJt.able.6, ya -

.6ea. polL c.amhio.6 co116ott.ma.CÁ.011a.te..6 o poJt, ..i.uduciJ¡_ CLC.tenacA.011u CJ_t lM pnop..i.edadM qu.l­

m.i.ca.& de fu pno.túi1a.. , (A.ta.6.6.i., 7984). 

Una. .6U6.tl.tuci611 aunque . .6ea. d-U.ta1r:t.e det .6.i..ti..o, puede CaMatt. u11 JLea.jM.te c.01160:!:_ 

111aci.011al que puede .i.116.f.u.i.JL en .6u. 1Leac.t.iv-idad, poJt. ejCJnpi.o en .ta 1n-io9.Cob-i11a y l1eino9.f.!?_ 

b.i11a., a.UeJi.a.cionCA qu,.úr..lc.M en lo!. h.C..!i.i.duo~ que. lnté'1111cc,fonn11 con el. 91tr1po hemo 

(que .be CJ1cu.e1itlut 6uena. de .fo.6 o-Uio.6. a1u:.i.9é1Uc.0;6{ mocU.6-icatt -htt n.ea.c..tiv-idad a1Lti.91!-

1U:c.a (Re.icltUit M., y e.al., 1963). 

Pa.na. .ta f..i.6oz.úna .6e Ita derno.6tJ¡_ado que ia 1t.UJw.ci611 de una. .t.llto.6.ina. 6ue.Jut del -

de.teJu11.i11a11.te a.1t.ti9~úc.o ( T .i1L 2 O l pCll.o den.th..o de una d-U.tancia de ..i.n.te1tac.cl6n de fo.6. 

JJ.el>.iduob M<?Jtua.f.el> de c.on.tauo (L.ib 96, 3.6 A'; w· 97 5.9 A' l C/Lell Ult e6e.C-to 

e.le.c.tJJ.o&:tát.ic.o .i11duct.ivo que. c.ambfa !a .tc.ac.ti.v.idad del 'Ltio (A taB-l M. , 197 8) , 

B. Sl11.te1>.ib de. Npt.ido&. 

La localizac.-i.0°11 de dc.te.Junina.11.te.6 a.n.t.igén.ic.o.6 c.011.ti11uo.6 e.1t p.tto.tcína..& .6e ba.6a. en 

me.CÜJJ. la JJ.c.act.iv.idad de. p~p.Udo& 11a.tWta.f.e1> o '.iiiU.t.icob de. la moUc.uta. Gen(')Utfuen-



- 7 -

.te l.o.6 áJut9me1ito.6 .&e pJtueban poli. .6U capac..i.dad pcvi.a. .i..1tl1-i.b-Vt. fu Jteac.c.l6n CJt:C'l.e a1t..t.i.­

c.uCJtpo !J a.nilgc.110 campee.to. 

S~ <;Ji.e.la que pMa que UJt pép .. tido .i.1iduzc.a fa p!loduc.CÁ.61t de a:n.t.lC.llC1tp0.6 C.apllC.M 

de Jt.eac«i.ZónaJL c.011 fu pno.tc.Cna.. .i..it:tac..ta. que c.01i..Ue11e .ea -~~c.1ic.11c...i.~ del pé'p.tido e/l.ll 11~ 
c.Ma/Úb. qU.e el pép.ti.do llep1Lodu.je/l.ll .la c.0116otu11aci.611 .teJt.CÁ.CVUa dél óUlo a11tigé1t.ic.o­

de la _pno.telÍia .l1~acÁ:a. Un ejemplo e& el .6.ltio a11Ü.9én.ico de ta .t.Uoz.-i111a que com-­

pJr.e.nde .e.01:i ILet..i..duo.6 (64-80), pana e.e c.ua.i. 6ue 11c.c.c.6a/Úo .&.i.11-te.tlza!I. et J~épt.i.do c.011 

una u:tJu1cA:WUt cova.C.ent:e c.e/Vtada. (/.!Mon E, 1J c6l. 1 1911; Pcc.fLt y col. 1 1971). 

Eb.ta. c.01Ui.i.dVUlc.J.611 lle.&tlú11ge la tJ.,Ü.(Ádad de uh°a.JL fob · pifp.tido.6 .6.i.n:tatc.o.6 pMa. 

' M.tuclio.6 de U.úw.c.tWt.a.-61111c,l6n de ptio.tú11a1.i, debido a que. .6e Jreqc.úcJLe 91;.a.11 .i.11601l.11~ 

c;-i611 .6DbJt.e .ta .u,t)¡_itC-twi.a. .tcJLci..a11..ia de .C.a-0 p11.p.te111a.6. La 11.ec..ie.nte explo.!:i.i611 en el 

númeJt.o si.e ti.pob de apUc.aUone.& de .Cob péptidob ·¿,,¿,r*'~lcob M debido en pcvde a 

que .6e Ita dcmohhiado q~Le. p_éptidob c.0Jtli.e,,!,po11di<;-11:te;,& .ª a.fgu11a Jtc.g.i61t de. ..Ca p1¡_utú1_1a. 

pueden i.11dc~c..{A a1U:.ic.uVLpob que ,'1eacclona11 c.011 .ta. p1~0-.tef11a 11a.Uva !f no 11eC.e.6aJÚ.a.meii 

.te Jtep·'loduc.en c.011 e.xadltud .Ca con 60rnnac..i.6n .teJtciáh..J;a que tiene u.ta Jte.g.i611 en ..Ca. 

plt.o.tc1'11a. PoJt ej e.m1?lo e.11 e.6.tucli.ob d'e la lie.mag.Cuü.1;~na del V-ÍAltb de .ta .i116.ftte;1za -

he . .ólrite.t.i.za.11.011 20 péptido¿, q¡1e. coJUt.Mpo11de11 a.e. 75§ de .ta ¿,cc.uc.nc...ia .to.tal... Ve e.6-

.to.b péptidob 1 S óue.Jton c.apac.u de p11.oduc...i.Jt an..üc.uen.po.6 que ,'lec.onoc.en a .ta pJto.tel'ua 

.úitac.ta. !f al. v.ilt.u.6 c.ompf.e.to, pevto Jt .. i.nguno de .to.S 2,0 pép.ü..dob 6ulf e.a.paz de Jt.eac.c..io­

naJt. con a.11 .. t.i.c.uCJtpob .lnduc.i.doh c.01t..ttut .ta p!i.o.túua. ..t,1t.tac..ta. {Gnee;1 !f e.al., 7982). 

Se ha obbCAvado qtLe cle.Jt.tm c.nttac..t:Vtib.ti.c.cu. .d~ fob péptidob bon .únpoJt.:ta.11.te.6 -

pa!ta. que Mtob bean .lJunu11og¡f1u'.c.o.6: . ~ . 

Lob ex..t.Jte..inob run.t.110 !J ca..-'tboxl-.tcltmi.nal de cü.6,~c.11.tM pnotelna.6 muM.tJtan un a..t.­
:t.o pJtomf!Cli..o de ac.ti.v.ldad a11 .. t.igl'.!'1ú.c.a, pob.i.b.teineit..te dc.b.ido a qtLe e...f...-f.oh M.td11 loc.a.U­

zadob c.n i.a hupeJL6.ic..ic.· fJ .tie11c.11 1tela..tivamc.n.te aUa 6.f.c.x..i.b.l.Udad ({;Jc.&thoó fJ c.oi..., -

1984). 

LG..6 Jtc.g.ione.h que. ..t.ic.nc.n -!:iu6.ic..lc..ntc. 111ú11vz.o de. Jt.c.&.i.duob pofaJLe.6 o c.a11.9adob poll. 

i.o ge;1C/Ut.i.. bon Jtc.gionM que. .tic.ndc.11 a M.taA c.11 fa ~r,_1pcJr.ó.lc.i.e de .ta pno.tú11a na..U.va 

Lo.& péptldo¿, debeit hc.Jt maf}oJteb a ru1 pc.1it.tú11rvr.O·~.~.deb.i.do a que ..C.ob pép.t..i.dob c.oJt.­

.toh :U.e1.1dc..11a110 hc.Jt. .i..11mtu1ogé1úc.o.6 (N.ú11ma11 l:l, L.·IJ'"C.~l., 7983). 

Se ha v-W:t.o que lob pépt.ldoh que c.011.ti.e.nc.11 .'poi.Oii.na, p'tcduc.c.n an:U.c.uc.!i.pob que 
.~ ...... ' 

Jteac.c.la11an c.011 .ta. pno.te..Cna .i.11.tac...t.a. (Su..tc..U66e J. '!!.col,, 1983}. 

En .t.Jtabajoh hec.ho.6 c.011 c.f. c...i.:tocnomo C de Jta:.ta; .. pc. ha deinob.tltado que .ta c.on-

601u11ac..l611 na.Uva no M e.be;1c.la1. pCVi.a que lo-!:. p~i).ü.Clcib -!i.in.tWc.o.b u11an a fob an .. ti­

c.ueJtpo& lnd_t_tc::_ldoh c.01t..t:Jta .ta p11.o.tú11a e1i.tc.Jut, .... ~p.1;c.f.u°uei1do que .Ca CJH.'./tg.út de. a.60~ 
CÁ.ac..i6n c.nbt.e ·á11 . .t..(9e110 fJ a11.ticucJtpo ptte!_d.c. hc.Jt .&uó.i.U'e.11 .. tc. pctlLll .i.11duci.Jt c.011óo1unac..i.Ó11 

c.;1 pép:ti.dob óf.e.x..i.biM c.011ó0Jtmac..i.01ta..Cmc.11..te {Pa..tCJthhOll Y., 7985). 

Se han w,ado a1i..t:..i.c.uCApob an.t.l-pépti.do -Olq{(!,t.i.c.a p.vta .l11vMtigac..i.611 del pa.pc.f. 
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de. !.a óte.x..i.blUdad con60Ju11ac..lo11a.l en et J:i,.toc.Mo de 11.ec.011oc..ú11.ie11.to p.'to.te.{11a-p1to.tel11a 

{Ta.i11V< J. !f col., 1984). 

E.l gh.Upa de AfMh.i que. /1~ CUi:t.ucliado .ta e&.tli.ttc..tWUl c.M.i .to.taf. de Ca U!>o:::.tma, -

fu 1niog.Cob.i11a, a.CbúnU:,t~ y hemog.Cob.i.na, c.onoc..lcndo ya lo.ti dete.Ju1U.11an-te6 a1t.t.ig~1Uc.ob 

de M:ta.6 p1to.tÚ11M y .&.i1ttet.iz~11do .i&.t.tw lle.g.ionM, Jtea.Uza. .tJtabajoh de ..l1ttcuiac.cl611 -
de c!.h.tct6 C:on bU.6 Jt.Mpc.c..tlvob Jz.ec.eptoJr.M bobJi.e c.~ldítb T y B ptuw. e-~-tt1d.i..AA lob mcc.a-

1t.l!>mo.ó de Jz.Chpue.!i.ta .l11mto1e {A.ta-!>b..l. M. _Z., 1984, Ri..xte..Jt f} A.ta-6-~,(., 1984). 

AdemM de .éo6 .tJt.abajo~ '1.efacJonado-6 co11 cf. e.!:J:t11dlo de dc.tVImi11n11.t<'-!> a11.t.Jgf11,i­

c.ob en vbtUh, bae:t..VIÁ.a.6 y p!to.te.{na.&, .tamblé11 be e-!...tán u~!.a.11do en c.f. e!>.tud.io de .tox..<.­

ncu e.amo .Ca .tox..lna det c.6f.eJta {Jac.ob lj c.ot., 1984, _Rliodu y coi., 1985), lj ta .toYÁ.­

na 11 de.t Vl!UCJto del. a.1.acJt.tín ~!_I!_Í·'tocto_!!lU:. au.!:i.tllalL!:i Hc!c..toJt ( Gn.a11iVL C. y cot. , 19 84 l 
Una duc.!Úpc..i.611 ma..t. runpUa de -f.o-!> .t.Jtabajo<!i mM tu!.icva11.teb l:iob:ie et LL!>O de pl'.!p­

.t.i..do¿, .6.i11.tWc.o.6 palla_ C'2i.todi.9¿, de :ie.gi.one.6 co11c.1tetM en d.é..vc.JL6ct.!:i p-'to.te.ÍnM, .he e11-

ctLC11.tJuu1 e11 et .i.nU-!:io- V111, el. que coJVLe!>po11de al cvdlctLto .ü:tuf.ado "S.[11.tc.!:i{A de p~e_ 

.ti.do¿, y ¿,u po¿,.i..bte LLtiLi.zac..i.611 como vacuna..6 cou .. tJz.a .;tox..é..na.6 de aiac.li.((11". En c.!>.te 

ntWmo aJt.t.[cttf.o .he c.11ct1c1t...Vta11 .tamb.i.én, u11a exp{',i.cac..{.6n compte.ta de tob pa6o-6 de pu.Jtf 

6.icaci6n lj ca1iac..tCJL.izaU.611 d('_ .Ca Nox...i.u!>tox.<..na tJ una dc.6C!Úpc.i.611 det m<!..:t.odo de .6,(11.t~ 

-0,W de péptido¿, en 6Me ..!:i6C.ida p-'topue-!:i.to po!t ,•.!eJVt..tó.icf.d. Pon. u.ta 1utz611 110 &e .l.11- • 

cC.uyen en u.ta paJLte det .tJtabajo. 
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H. . OBJETIVOS. 

Como ya .&e menclon6. u.te .tJut.bajo .6e Jt..eói..eJLe de manVta. e&peclal. a .f.d :tox..i11a. 

JI -11 def. veneno def. a.tacJu1'1t C. nox.i.u.&, .ten..lendo poJt obj et..i.vo.6 ptú11clpai.M: 

·1.- La pWlÁ.6..i.cac..i611 de u.ta. .tox..ina a pa.JLt,ilt de ve1te119 :to:ta.í.. ex.:tJr.túdo del -

· del'. alacJu!1t Pº" u.tú11"-".ac,i611 et<!c.búca. 

2. - La .6.í1Ltf0l6 qulmlca. de ó1¡n:9me11t"o~ de e-6.ta .toX;lna, M.l como l.U .6,[11.t.Mi.li 

.to.tal. 

3.-

4.-
La ohte11ci611 de an:tic.rLC'.Jtpa.6 c.on.t.Jta l.o.6 pi!p.tldo.6. 

CaAac;teJúzac..l611 1..1vnu110.C.691..c.a y t6Uca. de e.6.to.6 óJutgmc:1Lto.6 poli.. medio rfe 

p!Uleba.& de c.ompe-te..11c.-ia. y .t.ox.1.c..ldad 1Le6pec..ti.vame11~e. 

5.- fu ba..6e a .C.o~ Jt~uUado& ohtc.1údo.6 en ..to.6 obje:ti.voh p.Can..tc.ado.6 an.t.eJL.loJt~ · 

men..te, p-'l.Dljc.c.:taJL e,i'.. bl.abajo óu.tWLo dc.f. .f.aboJut.toJÜo con 11..c.f.ac,f,611 a .ta. .6.(}Lte.&-i..6 ·qu .. l-­

m.ic.a. de .6 ec.ue.Jtci.M pepticü..c.i:tb c.0Me6po11d..i.e11.tM a cüve.JWM .t.ox..i.1uu del. ·veneno de 

afac.1uu1u, e.11 eópecia.l .Co.6 ·que. ltabUan en /.léx.ico. · 

.• ;o; .•. 
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1l1., MATERIAL Y METOVOS. 

1 . . Sln.tu.U. de Pi!p:tirlo& en Fcv..e S6Uda. 

A. Sl1Lte&.U. de .tell-Bu.tü'.oiúcMbo11..Urunl11oaCle-4- (ox.úne.t-UI 6e11..Uace.ta-

11ú.domet.le.-Ru.l11a { Boc.-ru11inodcJ.do ""." Pam-Re.6.l1ia 1 ·• 

Lo.6 pifp:tido.6 .6e .6.ÜLte,tlzM.01~ .6.igtúendo el ml':todo de M<?Nú6.i.efd paJta la 6oJuna­

U6n de 'Goc.-runi.na((c.ldo-Pam-R~.iHa. {f:lltc/1ef1. A. ·R. ·!J cu.e..,. -19iS l, vVl. 6.l9uJut 1. 

a. Pn.epM.ac.i611 de .ta Sal de Cu.lo de Boc.-aJ.JpMagina._ 

Se d..U:iof.v.le1tan 1.3 mmo.fe.6 de Boc.-A&n (Pe1ú1t6u.lct Ca.) en 0.5 me. de múanol • 

.6~ a~n.eg6 go.ta. a go:ta y .6e a.gLt6 1. 43 mmole& de cMboi1CLto de ce.6.lo dL&ueUo.6 CJI un 

1ni..li.Uttz.o de agua. La. -.6a.l. de ce&.lo de.f. -tÜnlnoác..ldo ll..6-C ta.'unada .6e· co11ce11,tJz.6 c11 !t..o­

.tavapoii., c.Lúni.nando et agua con .tofuc.110.- Se dej6 .6CcM en vaCÁ.o en p1tc~c11c...la de 

pen:t6x.ldo de 66.6 6oJLO polt. da.6 lioJtM. 

b. AcopCronlc.rito det Bac-ro11l11otfc...i.do ;.on d B,'tomuJto de Feiutctt E!i:t.CJt.. 

La .6a-t d_e ce6.i.o de-t runü1u<fc...ido lle d.LloCv16 en 10 mt de dh11c..t-il6o:unru1i-i_da -IVMF) 

.ti..b.io y .&e aglle.96 1. 1 c.qttivatc.11-te..& poll cada equiva..C.e11,te de aminoác.ido, de b-'Zo111W1.o -

de 6enac.i.t e-0.teJt. La Jz.eacci.611 .lle .tecv6 a cabo a 50ªC u con ag.Ltac.[611. La llcacci.611 

oe 6.igul6 poJz. cJt.omCLtogJut6.la en capa 6..ina {CCF}, u!:.a11do el .!:,.L6tema ace.ta-to de e.t.Uo­

lzexa.no 2:3. El p!t.odue-to .!:,e cx.t.Ji.aj6 co11 25 mt de ac.e.ta.to de c,tlf.o, Cava11do do.& vC.ceb 

con a.gua, do.o con áeJ.do acWco a.t 5 i, do.!:, con agua, doó con b,i_caJibona.:to de .!:,oclio 

a.e 5% y 6.i.na.Cme11..te do.6 vc.c.v.i mi!.6 con agua. A ta 6a.!:.e o,+¡gá11.i.c.a .6e .Ce ag.'Z.cg6 .6al:6CLto 

de mag11e!:.io anlildJz.o pcvut cLúninM et agua JtCJ1;a11c1z.te~ EC JJ'toduc.to -!le conceJJ.t-'t6 en 

MtavapoJz.. 

c. Rc.ducCÁ..611 con Zn/ac.~c.o. 

En 30 mt de ácido ac.Wc.o gi'.ac.ial at 9oi .6C d(,!:.o.tv.i6 el 6c11aci.f_ M-tvz. dc..C. roni­

notfcJ.do, .!:,e a1laclieJto11 40 eqtLiva.te11-t:eb de z-inc e.11 po.l'.\io poli. cada cqiUvatente de an~t11~ 

éfc.ido, .!>C. d~j6 CH a9.Uac.i6n v.i.goJ;.o:a, .:..l9u...ic.1:do r,1 .'~Cacc.-(611 po.'L CCF tL-CLtt:a.i:dc ~t .!i.W 

.tema ct0Jz.oóo1U110-me..ta110.C.-acu.ico 10:0.5:0.1. Cuando .ta Jz.c.acc.i6n .lle .ttev6 a cabo to-­

.tatmc.1it:e, .C.a mezc..ta de Jtcac.c.i6n 6C 6-if..t-'I6 JX"/¡ ce.ti-ta lJ .!:,e fav6 U11co \IC.CV. con 15 ml 

de ácido ac~.t.i.co a,C 90~; et 6,i_W1c.do ~c. cc11c.c.tt.Dt6 c.11 Jto-tavapo!t y .!:.e dc.j6 c.11 dc.!:.cca-­

do!t con pc.11-t6xJ..do de 66&fioJz.o poJt do-tJ 11011.M. 

El p.'Ioduc..to .&e dl~otv-i6 c.11 una mezcla de. a91ut u ace,ta..to de. c;t.i.C,o U .~c. .Ca\i6 

c.on itna .!:.otuci.611 .!:.a..tu,'Iltda de cto1¡_1L<'Lo de .!:,odio po.'t do!:. vcc.e.6, fa 6a.,6e o:i9án-ica ¿,e .C.a­

v6 do.& vecM má..6 con áUdo cl-ttúco a.e 5% y .!ic. c.t.-i.J11i.n6 et cxc<'....60 de agua co11 ·.6·tiCéd~o -

de ma9neti-i.o anlUdJz.o. Veópu.ú ,!:,c_ .óonc.e.11.tJz.6 a un m[núno de. \iofumc.n y .!:,e a9!¡_cga.'tcJI 50 
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mLtltLOto!J de licx.ano c.a.f.c.ntado a SOºC y .&e co11ge..t6 en un baiio de lúef.o .&eco-acc.to11a 

con e.e. objeto de p,'tC.CÁ.p..lt<.YL e.e pnoduc..:to tj podC/l. ac.can.ta-'l. e.e l1ex.a110 que co1tUc11c. .f.a -

aceto ó e.nona Ube1tada en .Ca JLe.acc.,j.611. E.ti.ta o pe.'ta.c..iún .& e Ji.e.p-lti6 :tJr.u ve.cu, paJta eU, 

11ili1M el máx.-úno de ac.e.to6e.11011a. 

d. AcopCmnien..to del. Boc-At.n-óe.nilac.W.co a la A11tlno Me.t .. U. RM.ina. 

La runlnci .mc,,tlC. Jte.&.lna .&e .f.av6 .t.Jr..e& Vece& cOn doJttVLo de md.Ue.110, do.6 vece.& 

c.011 bt,ie,t,U.amina al 5% !f 11ucvamc.11-te con cto.'l.1Uto de. mc.tUc.110 :tJr.M ve.ce~. Ef. dc•o..[vado 

ºde am.inolfcldo ¿.e d.Ua.t.v.i6 en TO me de V1ÚF mM 20 me de. c.f.o~:u.tz.o de. llH!..t.Ue.HO !1 .&C. a.gil.!:_ 

96 a . .ea Jz.U-ina dc.jando.&e en agi.:taci6n po.tr. 10 mlntLtó.&, -t/tllll!>CIJ.:'ULida.6. -Mto-& .&e agllega-

. • 1to1i 1. 3 mm_olu de. lildJtox.i.be11zo:tJt.iazo:f.e. y .¿,e de.j6 en . . ª~Uaci611. V<!hpuM de diez 11~i-­
!1u.t_o-tJ, _.6e agJI.e9Mo11 5 go.tM de .t/úetii.ami11a y 1. 3 m1i10.f:e¿, de rüc..icCohex.UcMbodLú1ú.da 

(VCC} deja~do en agLtaci.6n a .tcmpeJta..tiuzti amb.[entc. po)f.,36 .110.l'l.lW. · 

B. Acctltaci6n de lp.!:. .. GJiupo.6 Am.i11a L.i.bJteS/ 

A l.a Jtu.i..na con el. ami11odé.ido pegado (~oc.-A!>11-P<1ú1 Rc!:..ina) .!:Je .te ag1Lc.9Mo>1 doó 

1nlU..litlt.o-0 d~ 1J.-Vr.i.cü11a y do.!> mi~o-0 de a11hJ..dJUdo ac.Ui.co. V°e5put!J.i de. 12 · hoJiM 

de ag.Uaci.611 a ..t~npetr.a..tu.Jut ambJ...en-te .6 e .f.av6 .ta JtM.ina bte.6 ve.cu con cf.oJttUto de me­

:U...e.c.110, do.& c.oJt ..Wopll.opano.t 1J -VLM con c.1'.o,'ruJz.o de meU..C.eno. 

A paJLt..i..Jr.. de e.6.te mo111e11ta .je P·'roc.cd.i6 a acopCM uno a u.no .C.oó an1.i11o{fc.í.do6 de -

acuc.Ji.do a .e.a .&ec.ucncla dc.!icada, 6-i.giúcndo .C.o.li pa&o.!> --~e dupno.tccc.<.611, 1teu..t.Jta.Uzac..l611 

lJ acopC.anú.CJU:o de aci.i.eJtdo a.e e!iqucma de la 61...gWta 2·:~·-

E.t co1J..tlr.o.t de cada acoplcunic.1Lto .!>e JteaUzó' dc.t<VtJ11i11a11do l.o-!J gJi.upoó runi.110 UbJi.e& 

ó.igiti~1.do la -t€c1iica de. SaJz,in !J e.o,/,'.., 1981. 

PaJz.a el .:t:Jt.a.bajo dMCJLi:to CJl M.ta. -tM.ú .!>C. &..<.1r.tc.t.i.zM01I l.oó pc!ptido4 .i.ndicadoó -

en ea .tabea r. - • 
Lo-!J pl!.1.>t:ldo.!:i c.oJVz.e!ipondien..tM a .ea 6ccue11c.ia ccÜz.box.i.,f.o .tc/u1i.i.11a! de l.a NoUUó-­

.tox..lna, -0e -0.i.1it.et:.lzaJto11 a pa.Jtt.i.A de .ta 1nWma ,'lM.i.n~:·:ft; c.Omp.f..e.ta~ el pl!.ptido detJc.ado 

.!le .tomo pa..:r..te. de fu Jtv.tJ...na y con et ,'l~.to -0e c.011.:tinUo:.".f~ -0.tntM..f...ó det -ll-i.gu..ic.1Lte. p€p 

.ti.da. Se empez6 c.011 .tite& gJianwó de. 1e~{.11a tj !iC. 1'_4c,.6-·ú'"n 91w.i1w cada vez. -

Pa-'ut c.f. p~p.ti.do CO!Ui.e.!:. poud.i.cúite a f.o.& p'LimM.c;'.&··.· Ve.t.11.te run.i.11o{fc...i..doó r NTX 1-2 o J , -

.&e plte.pcvz.6 J..gua .. Cmc.11..te· .Ca. Pmn-RM.i.na 1 ¿,o.f.o que co1i ·=ee ~nlno{fc...i..do Leuc...i..11a, pM-tiendo -

de. medio gJto.Jno de "-~ . .<.na. . ... 

EC. pl!.p.tldo NTX 1_9, .!>e .!i.in..tc;t.iz6 a pMCiA de ,c~1.¡o"-me:ti..l-Re!i.i.1u'l. c.omo .& e d etJC.Jt.i 

be en et cvi.Ucu . .Co del:. J..nc..i..boV1T1. 
.,. 
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C. Sepcvr.ac.-l6n de .C.o.& P~p.t.i.do.6 de. la. R<!ll.ina polt. TIULtcuni..e11.to con Ac.<.do 

F lflolLlúdJúco. 

La 1t.e.acc..i611 con cfcido 6Cn.01t.lúdJúco .6e Uev6-:a_· cabo en u.11 apaJiat:o e!!ipeciae 

{Pe.1ú1i.&ula T.f..po 1IJ. Se co.f.oc6 .ea JtU.l11a con .e.e p~p-t.i.do e11 u11 1reciptente de C' .... vte 

a~o !f ..se .e.e agneg6 90% en vol~nen de cíddo y 1q% en volumen de a.11-i.&o.t., ~e dcj6 

.ea· -Jteacci.611 -polt. 45 mi.n. e.11 ag.Uac...i.6n .Qn un bai'io de IUeto-agua { 0° C) • 

Se evapo)(o .to.ta1me1ite et· dcldo y •e p1Loecdú1-a ex.tllaCIL c,C péptido qfle qucd6 

adlze.U.do <t ta lte!i.lna, .tava11du<ie. JJ'LÚ11eJLO co11 100 me. de é,tC)t .e;Ci..Lico pa!ra et.úninM 

el. a1ú&ol y ex.:t:Ji.aye.Hdo dMpuú con 100 mt de tEúdo:acWco al 3% con un eqrU.vaten..te 

·de rlltÍ.o.tJr..ei:tol. poJt cada eíA.teÁJ1a· p:iue>T.te en .ia' .. 1J.~eue11c..i(1:_. Se e.va.patio~ ef. cícido. 

aeWeo !f -O e .C.io 6-lUzMoll !0-0 pé¡J-Üdo-0. 

2. P1Lueba-0 de Toucidad. . -.-

·' 
La .tox...icA.dad de· .folJ ptptido.& .&.i.1tt.Ui.c.o.&, ~ P'!-.Ob6 polL .i.nye.c.c.i.611 .i.nhapettlto­

ne.ai.! de lo.& pépt..i.do.& .&oloj o ac.opf.ado.S a a.f.bú111.lna, ·a Juitonu ~b-i110.& de 18 a 20 -

glla.Jno.& de. peóo, 1~mo-0 que. jOn .6 ('.JU:i.i.bfu a la .toxl.11a 11a.t:iva.. 

ER. pép.t.i.do NTX
1

_
9 

-Oe pJtoM adCJ!IM polL ·-Úl!Jeeci6n ve1t.ttúefllall (eMcb/Lall !f -Oub-

cu.tánea.. ·. 

A. Acoptamie.11.to de. .C.o.& Pép.Udo.& a. Atb4t~in:.r. (Goodó!U.c.nd T. L. y col., 

1964). 

Se clUo.tv-i_C/Lon 1 O mg de albúmina de 1La.t611 !f. ·7f mg de pépüdo jwito-0 en O. 5 ml 

de agua. A u.ta mezcla -Oe le a91Lcg6 150 mg de 1 ·e.tU'.-3- ( 3-ciúne.ti.R.-run.ú10p1Lop.U'.) -eM­

bod.lú1t.i.da ~uelta en o. 25 me de. agua. La me.zcta. .&e dej6 /'tl?.QCCÁ.011M polr. do-O hol'tlt.6 

con agLtac.i.611 a .te.mpeJI.a.tUl'i.a ru11b.i.e1ite. La l'Leacc..i61f :.&e .te.Junln6 poJz. MtfLi.&).,,f, con:tl'l.a. -

agua pol'L 2 4 110/'r.a.6. 

3. Ob.te.11c.-i611 de A11.ti.&ueJI.o.&. 

A. ObteJ1C-i611 de A1it.<:euC1Lpo-0 aH:ti-pépüdo: 

Se óo1u11aJto11 do.&- .f..o.te.6 de. Jta..tone.6 a.lb.i.110.6. h.em~ de la e.epa BALB/c, con g'U.l.-­

po.& de 1 O Jta.to11u c.ada uno. Un e.o.te .6e .i.111nu1úzf! e~~~ C.o.6 pép.t.ido.& ¿,oloó y el. o:t:Jto -

con lo.& pépt.<.do.6 acopeado.& a cit.bú11t.i.na de ha..:t6t1, ·.&.if]~e.ndo e.e uquema de la .tabla V.· 

Loó pép:tido.& c.oJUte.6po1uüe11.tu a.e. e.x.Vtcmo ·am:010Li.etun.¿11a...e. acopiado.& a a.f.biú11i11a, 

hUu.UM.on .&CJt .tox...i.co&, polL .to que .6C. .lnyec..taJr.011 ~;f..ÍJ:.SO t1g e.11 .tugal'L de 200 ug como . . .. · 
con lo& de.1nM pépt.ido6. , . 

1 

Lo& 1uLtonu .&e &anghaJz.on poJt pa11c.i.6n octtlal'L~· ;CÍ't!..&puM de fu .te/'l.c.Vta -i.nmtuúza-­

c<.6n, El v0Ctu11en ex.tJut.ldo óue apttox..úna.damente d.e ;(OQ. ·u..e. Se .6cpM6 el .6ue.Jto poli. 

ccii-t-ú6ugac.i.6n y .6e co11gc,i6 a -20°C, palul .6U u.tur;Ji.9:,Pº.&.te!Llotr.. 
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B. Ob.tenc.i.6n -de An..tlcue.-'I.po& Anti.-NOx.iJL.6.toxlna Na.ti.va. 

A u11 91tupo de cua.tll.o Jt~one.s d·e la cepa BALBJ.c., iie tu .l11mu11-i.z6 c.011 .ea. 
No:úU6:tox.lna na.U.va. acoplad~."-~· al:btuiilna de. Jz.a.tón, . ..&.i.gtúe.ndo e.e. m.U.mo uquC-!'!~ de. 
.l1unu1~zac.l611- -qCle. .&e u.tlUz6 pa.Jr.a la. ob.te.nc.i.611 de. an.:UcueJtpo.6 a11:ti.-p~p:Udo.!l, pVto 

.lnye.c.ta.11do .&0.f.o 30 ug de .tox.iua c."ada Ue.z. · 

. Lo..s Jta.toltU ..&e .6a1191UUton .lnd.lv.i.duaJ:.me.n~e a paJLt.iJt. de la :ten.c.etta. .inmu1úzacl6n, 

ob:t.e.n.le.nrlo apJtotiJnadame.n.te. 5ll ul. de .6Ue!tO poJi.. Jta.t6n~ E&.te .tiueJto -OC?: c.b119et6 a -20°C 

pah.a. ..su po.6.teJúoJt u.t;ucUo. 

4. Técnic.M Inmunoqu .. úni.c.M. _ 

La pJtMenc.ia. de. ·an.t.i.cuC!.llpO"& an~-péptj.d0-.6e.-d&ect6 pon .inmunod-ióu~-lón.. LM 

pn.ue.bM de. compe-te.nci.a. tj Utu .. f.a.c..!.-ón d<!. io.6 ·óuVtoh .&_e 11..ea.Li.zó poll._ 1i.adi.o.l11mu11oá.ntU..l.:_ 

.6-Ll y po/f.. .l1w1to1oe.1u.ayo ~~lz.úná..tic.o, 

A. Racllo.i.1w111uoéi11tLCÁ....6.Ú {RIA) •. ·. 
a. T Uu.1.ac..<..611 de lo.6 Anti.6uello.6. : 

La Nox.i.UA:tox.<..11a na.ti.va. &e mCULc.6 con 125r u.6ii11do el. mUodo de. Lac..topeJl.otida-&a­

H202 (MoltJLi..hon M. y Si.coBay.6e G., 1970), ob:tenl.e.ndo rtna ac;Uv.í.'dad upect':6.lca. de 

5. 1 Ci../ mmol.. 

Loh .6UCJlOh he p1toba11.on en d,t.tuci.onu de 1:100 luw.ta. 1:100 000. Toda¿, .tM cli­

lucionM .6 e IUci.CJio11 con amoJt.t,iguadoJt de 60.6 6a:to.6 · :SaUno con J % de. atbWnina .6 élú.ca 

bov.ü1a (PBS-BSAJ. 

Se mezci'.Mo11 100 uf. de.. cada d.ü'.uci6n de MCJlo con 100 uf. de NTX- 1251 

(20 000 cpmJ, apJtoXÁ.Jnadamen..te. 1. 7 pmo..eM. Ve.&puit:& de 6 lioJta.!> de. ..i.ncubaci6n a 4"C 

he afiacli.e11.011 50 ui. de .inmu1109.tobu.ll11a de conejo an .. t.i-na.-t6n {.6C:9u11do an.t.lcuellpol 

dejando.to Jteac.cionaJt a 4°C palr.. doce. ltoll..lW. La mezc..f.a de Jtca.cci611 4e diluy6 c.011 2 

me. de PBS-BSA y he c.e11..tn..iórtg6 a 3000 11.pm polL 30 1ni~~-~ Se ducaJLt6 el. .6ob1tc.11adan.te. 

u ~c. co11.t6 .e.a .. ":.a.d..tcacttv.tdad p.'I.c!.eiit:c. en c.f. p:'i..e.c.1..p.i...tado. 
L<U:. cpm que;-.6e encuen..tJtcut e.11 el p!i.e.CÁ.pi .. -tado •. ~on p-'r.op0Jtci.011af.e.6 a .f.a can . .t.ldad 

de NTX- 125r Jte.c.onoc.i.da polt lo.6 .6tteJto.6 1JJtobado-0_ • .'Se. 91taQ..icM011 cuen..t.ru!. polL minu:to -

c.on.tJut .f.ogr:vU.í:Jno de .e.a d..Lf.rtc.i.611 del .6 u ello. Cada· éxpcJiÁJnen:to .6 e .'I.e.aUz6 polt ..tJi.<.pU.: 

cado. Loh da.to.6 de l.<U:. gltif 6.icM coMrhpondCJt al.. p~mc.cli.o de. lo.6 .tli.M expvUJne.nto.6. 

b. [1U:.ayo de. Comµe..te.¡¡~q_ de .C.0-0 Pépt.idd.6 • .S.in.t·é.tlco-0 con /Nnúu!1.t.u>Ú1ul 

Nativa.. 

La .tox..i.11a 6Jt.la o .f.o.& pép--tido-0 1.>i..11:tUi.c.01.> .6~ p1t.obM011 de6de O. 1 l1M:ta 1000 

pmo.Cu. El vo.Cwnen de ILCA.cCÁ.6n u.tilizado 6ue de 200 nt poJt e.n.6a.yo, lo que. .6..l91úó.l 
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e.a que la. c.onceii.tlutci.ón ·de .ea .tox.i11a. y de io.6 p~p.t.ldo.& 4e e&:tudi.ó c.1i un 1Ul1t90 de · 

O. 5 11/.f a 5 uM. 

La. .toif.n~· tíiúa O f.oJ p~p.:µ_.do.& .6e mezd.MOH COH .ea. .tox,lJ¡a mMcada. (20 000 -­

Cpm} y-.6e -.ce ·aá~-q.(:6 el ·.6uCAo ~1tU-.taU11a. na.ü.Va. e.Ji una. d..U.uc..i.6_11 1 :200. Se. dc.jcULon 

c.ompe.tiA pOJt. :doce ha~ _a 4"t;. Se ag.lt.e.fiaJto-n 2 mt de PBS;._BSA, a cada .tubo y .6e cen-­

.t:Jr!.6u96 a 3000 ltpm polt 30 mút. 

La.O_ cpm dl]i. ¡JJteclpUado .l11cüca11 ·que .tan.to oe dM¡:>fnz6 Ca Jteacc.l611 de Ca NTX 

mMcada con •u anticuMl_"O pOIL fo NTX 6Júa o fo4 pi!püdo-!>:. 

Se' 9Jta6.lc6 poltclento de .l11fúb.lcl6n contlta cmit:ldad de pi!pt<do o .to>:.lmt. 

B. 111munoe.1i6aya· Enz.i.ma:t<.c.o' (ELISAJ. 

t¡·.. T Uulacl6n de An.:tú.uCJto•. 

Plac~ de v..:.,,U_ de 96 pozo• (CootM 2596) •e '1:Ccubtr.leno11 con fo ·6Jtaccl611 ne¡ 1 

del ve.ne.no d{!.t atarVuf11 f. · 1iO.'XÁ..tL6 ( 100 u.e ¡~qii. cada pozo de. una. .!Jo.Cuci6n de. 3 u9/mf. en 

amoltti9uad01L de b.lcMbona.to ·20 mM p/I 9. 2). 

Se p1tobM011 d.leuclo11M de lo• ouenoo de 1: 320 a 7: 7 00 000. Lll;\ d.i..i'uclo11M •e 

li:lcicYI.on en .6o.fuc..i..6n de. PBS-BSA má-6 _-0.1% de ·Twe.e.n 20 y 10% de .6ucJto comCllUa..f. de e.a.­
bailo (~ocd .. 

Se c.o.CocaJto1t 100 ttf'. de cada.· cllluc..i611 de. -.6fH!JtQ, e.n f.oJJ pozo& de. lM pCaccw Jie.cu­

b.i.elt..ta6 COH la ÓllaC.CÁ.61t 11-11 lj .6 ~ • ~e.j 6 JtC.acci.01~~ a 4 a C JJOJi doce. /10/UL6. 

Se. .lav6 1:.a pea.e.a polt cinco ·ve.e.u con PB~-0~ 1% de Tcuee.11 20,~ JJC a.iiad.i.6 a cada. -

pozo 100 rd. de,t -0egu11do an.ti.cuCJtpo acoplado a. peJtoUdMa { 19 de conejo an..t.i-Jt.a.t6nJ 

de.jaudoR..o 1te.ac~o11a.1t polt. .tlte.6 ftoiui.6 a ..tempCJta..tctll.a amb.len..te.. La pCac.a .6e. .lav6 c.inc.o 

vecM con PBS-0.1§ de Tween 20. 

La.& pf.ac.ah .&e Jieve.ta11.on con una .60.Cuc.i611 ~e_ 01L.toóé.11..i.tc.11dironi.11a O. 4 mg/m~ con 

O. 4% de '1..i..dJioúpe1toU.do de WLea. Se lee .e.a ab~e.1rba11Ua. a 490 nm. Se 9Jtaóic6 ab.60~ 

broic..la con-Dta. R..ogcvU..tmo de .ea dilflCÁ.611. 

b. E11~ayo de Co111pe.tc.11ci.a. de. .f.o.& Pép.tic!Q.& Sin..tético.& con NTX na..tiva poll. 

d MUodo de ELISA. ., · ·• 

Se p1t0ba-to11 d.leuclo11M de .too p~püdM o.inlWcoo o de fo NTX nativa de 100 a 

0.0001 u9/ml eJt PBS_BSA má.1> 10% de ouCJto de cabaU.o._ SemezclMon 200 u.t de cc.da con 

ce.11.:tJ1.ac.i611 con 200 u.e. de u11a d.Uuc<.611 1: 320 d.f. ~u Vi.o anti-NTX 11a.tiva, .&e dej6 Jiea.c.­

c...l.011a.tt .ea me.zc.ta ~.Jc)lt. cualJLo /zoltcl.4 a ..te.mpe!mtull.a. ru,-:b"..i..en..te. 

Ve f.a. mezcfa. -d;,_-400 uf. .6e ..tcinaJtOH pi:J.'t. .t!úplA.~pdo 100 td !} .&e c.o.Coc.M.n e.JI bte.6 

pozo.& cli.6 ettcn.te.6 de l.a placa de vin..i...to p.'l.ev.i.ame.n.te, Jtec.ttble.-'Lta con .ea 61tac.CÁ.611 11-11 

y .6e dej6 7 mi.11u..to.6 a ..tempe:ut.tu.Jt.a amb.len..te. Se l.av6 el.neo vec.M con PBS-0.1'!. de -­

Twe.en 20. Se aiiaclé.6 e,C -6C!fJ!U1do aJLt.icuVtpo {700 U:?.POJt ca.da pozo) y .&e dej6 a .temp~ 
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lUt.ttVUt aml.i-ient:e polt. 4 110-'l.M. NtH!vamcit-te .&e lav6 5 vccu con PBS-0.1~ Ta1ee11 20. Se 

nevc.!6 C.a. pC.ac.a con oJi..to 6e11-<. Cc11di.ru11i11a c.omO -O e de.ti c..'l..i.ó.i.6 a11.te.'Liohme1Lte. Se g.'ut 6-ic.6 

.ea co11ce1z.tJutci6n de .Pi!p:t.i.do c.~1Wt.a et poli.~~i.to de .lnfLlb.iCÁ.611. 

5. Sep<Vtac.l611 de .Coó Pép.ti_doó S.i.iité.t;fooó l'Oll. liPLC. 

Lo.6 pép.ti.do.& .&-i._iité,t.lco-6 .6 e. pa.&alion µ·olt. u11a cofumna de exc.tu~i.611 mof.ecuta.Jt. 

1-125 Wl1a.t111a11 u&ando un a1110JLU9uado1t de :t.JtÁ..u.lCamina-6o.tJ6a..to pi/ 2.25 c.011 ace,to-

1ú.tlú.Ca· en tuut 1t.e.Caci611 2: 1 V/V. se· u~ó u11 apa1La.tu. llc1uC.e.t.t-T'af~a:1d c.011 ru1 6f.ujo de 

ml/1nl11 ( 1Uv.i.IVI. _J. E. , 19 B O) • 

6. A1utU21-l& de Am.i11odUdoJ • . 

Se deteJwú.116 la compa.6i.c.-i6n de mnú1o<fc..<:do).i de ~to.6 pé1jt,{d~!l ~J.1ttltico.6 dMpa€.6 

de u11a fúdJr.o.fu~ c.011 dc..i.do c..tottfúrl,'Lico 6 N a 11.0ºC pon.. 20 ftoJz.a-0, en Ull n11aU-::.adoJz. 

mitomá.ti_co VuMwn V-500. (Moone S, 197Z). 

7. Amf.lwú de ll.ldno6obic(dad. 

Se ana.Uz6 .ea .&ec.uenc.i.a. de mn-Lnc·•'fU.do-6 de la Nox..lri6.toti11a 1501z. .(11di.c.e6 de IUdJto 

6ob.i.C-idad de a.cueJJ.do a ta. t:éc1J.<'.ca de liopp y Woodó 1981. 
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IV. RESl/LTAVOS Y V1SCUSION. 

1 • Pép.t.i.do• b.ü¡;i:et.<.zado&: · 

Lo.6 ptfp.tldo.6 JJ.i.11.te;t.i.zado.& c.0Mebtién1de11 a. .!iec.üc.11cla,!i de amlnoiíc.1.do.6 de .ea. 
Nox..il.L6:tox..i.11a. de.l veneno del. a.facJ1_·tf1t" Cen:tJuVto.ideA 11ox.iu.b~ e.amo .&e 1111.teb.tlta. e.11 .ea 

.tabla 1. 

La. &A:.11.teti..W .!>e .6.igtúó poJt mc.dlo de. aná.f,{.&.il:i de. ami11~d'cido~ y c.011Vi.ola11do f.o.6 

ac.op.C.am.ie.1ito.6 poli. de.tvuni11ac..l611 de gñupo.6 anti.no Llbn.cA. Ve~·puéb del bi.a..tauU.e.11.to 

c.011 t!cido 6.C.uo11.lúd0.c.o, paJta. .6epeutaJt a • .to.6 pép:Udo~ de .C:a ltc..6-ina, .6e. .te& Jtea.Uzó 

. a1utti.h~ de anii.noáCido.6, ob.te1úc.11_do f.~.6 1t.e6U-UadO~· mo.6.tltado& c.11 .Ca .:to.b.ta 11. 

Como .6e. puede ob.&VLVM e.11 v.i.ta :tabf.a .f.o.6 pép:tldob pc.quelio.6, .tic.nen una comp~ 

· .6.Í.cÁ.Ón ~e ru11i.11oá0-do,6 mu.y pa.Jte.cldo -~·to· e,~pellad~ .1.¡~j!p.tido.6 Nrx3 0_39 , NTX21 _ 39 , 

NTX 1_9 J y he ob.6C)iva .que-la. c.ompo.!i.ic...i.611 de cunú1c:t1'c.{da.6 va rli.6-We.11do de. .C.o e..~p~ 

do c.onóotune. awne.n.ta._ .&u 11úmCJLo { 50 y 39 a11il11od:UdO~). E.&.to C.6 ~e -C6peJtal1he dado -

que. al. awne.n.tM e.l Hlúnen.o de. 1tv.i.iduo¿, aumc.11-ta .también d .impe.d.únc.n.to ~-tWco y -

Ch.to hac.e qt.te aigu11a.s de. i.cts cadenas pot.{j;cpt(d/c.a.b que ¿,e e-6.tcfn 60'11na11do_ ·que.den 

aLtCJtada.> : 

EX-U.te.11 .tJiv.i &Mu genVtal.M de p!toduc.A:o;6 c.ola.tcJta.tM que .t.e. p1toduce11 dWta~ 

.te. !a. .6-l'n.tc..6..W c.11 óMe .66.tida (Sa.ún y c.ol., 1984}. Uno de ~6.to& &e pttodt.tc.e pott.­

de.tec.1.one& de péptido.6 que oc.wui.e c.ua.ndo .ta .cadena pol.lpe.p.t.i.d.lca 110 M.üf. ac.c.M.i..­

ble. .tcinpoll.a.tme.11.te paJut .ta. tt.e.ac.c...i.611 pcJto dupu~ 1ute.vrunc.1t.te óollma pwt.te en .ta. .6l11-

.tel>.W. O.tito pllOduc:to coR.a.te!Ull el> 1'º"- .tvunü1qu6¡¡· de pép:Udo•, fo• que •e pllodu­

c.en cuando .ta cadena. poUpc.pt,{d.ic.a 111,tc.Jv'tttmpe pe..Junanen.temen.te ~u c1tec.1.mte11.to en -

alf¡61t cic.to de ta -!iln.te&..U iJ _mod,i.ó,icac...lonM d~ p~p.tido.6 ~o.6 que .t.e ptt.odttcen poh -

una vaJÚe.dad de Jtea.c.c...i.one.6 qu..únic.Ct.6 .ta.te.Jtal~. dU.lut1de. el CJi6runb.C.e de .ta ca.de.na o 

.6e.pa1tac...i.611. de la. lte..6,lna. 

La..6 detec...i.onM de péptido&, c.01itienc.n .fo~ ex,tJ¡_c.ino.6 run.inO y c.cvz.boxilo .te/uriinal. 

pMO .te.6 óa..Ua uno o 111M /teJ.i,lduo.6 ,i.1i.ten.110&. Lo.& P.€pUdo& .tc.Ju1i.i.nado.& o c.o!Lto.6 tie.-

11CJ1 c.oMe.c..to el. cx.tltCJno cMbox.Llo .tvun-i.na.l peJto l.c6 óaUan ~06 Ji.e.6-i.duo.& de.t amino 

.te.Ju1ii11a.t y .Co& p~ptidoo mod..i.óic.adu.6 pueden .t:e.1;.c.'t el 1:!.!:nc.-'Lo C(l't'te<'.:to de. Jte.&i.duo.& p~ 

·'tD ~u& C6.t/tuctu'l.ali alten.ada6 de. alguna óotuna.. 

MC/lJt.l6,ie1:d !J col., han dcmo&.tttado que f!.x;i.6.te. l1a.6tlt u11 81 % de. e.6.ic.ie.ncla de -

o,C1itu.i.6 1 aún en ca.de11M de. 60 11.v.i,iduo.6 de aminaác.(~o-!i ISaJLin y e.al.., 1984). 

A pMall de e.&.ta..b 6atta..6, .ta compo.6-ici.611 de _roni11oác,ido.6 ~e !06 p~pt.idoo .t.,l1i.te­

tizadoo 110 .&e ctf.eja mttc.lto de to e.~petta.do y ·1100 fin.ce pe.116M que un gJt.aJt po1t.c.e;1.taje 

de pép:U.do.6 tiene la oecuenci.a dv..eada.. •• 



TABLA 1 

PEPTIDOS CORRESPONDIENTES A LA NOXIUSTOXINA (NTX) 

·1 5 10 15 20 '25 .30 35 

NTXNATIVA TI IN V K e T s p K Q es K pe K EL y G s s A G A K e M N G"K e K e y N N 
" 

¡. 

•'..· 

NTX21-39 

NTX30-39 



TABLA 11 

ANALISIS DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS-SINTETICOS 

'IDXINA NTX30-39 '.!OXINA NT'..;21-39 'IDXINA NTXll-39 'IDlCTNA NTXl-39 'IOXINA NTX
1 

_
9 'IOXTIIA NTXl-20 

AMIOOACIOO 
ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. 

ASP 3.00 3 3.5 3. 3.4 3 4.19 4 1.00 ·l 1.00 1 

Tl1E -* 1.49 2· 1.98 2 1.83 2 

SER 1.97 2· 2.65 3 . 3.29 4' 0.98 1 1.69 2 

' GLlJ l. 76 2 1.71 ;! ·- .,1.93 2 
. '' 

PRJ 
' 

N.O. 1 N.O .. ~ . 1.98 2 

GLI ' 0.75 l· 2.95 3 2.96 3 3.0 3 

Al.A 2.02 2 2.14 2 2.0G 2 

1· VAL l.OQ ·l O.SS 1 0.66 1 

~ 0.93 1 •. 0.9'1 .-.. 1 0.9? 1 .0.97 l' .. 
ILE 1.02 2 1.17 2 1.11 2 

LEU ·- 0.92 1 0.94," 1 1.00 1 

TIR 0.86 1 1.98 2 l. 77 2 2.02 2 

LIS 1.8 2 3.0 o 3 6.0 o 6 6.87 7 0.96 1 2.89 4 

CIS N.D. 2 N.O. 3 N.O. 5 N.O. 6 N.D. 1 N.D. 3 

RENDIMIEN'IO 
SINTESIS % 64.3 61 •. 0 61.4 71.S 99.0. 47.7 

* a, a. AUSENTE EN IA SECUENCIA 
ENC., -0.ign.i.6.ica. Enco1Ww.do 
ESP., -O.ign.l6.ica. E-OplV!ado, .. 
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En .ta. .:tabea .&e puede no.ta.,t que. et a1ni11oifc.,ldo .Í.\ol'.cuci11a, apMcc.c bajo en -

todo.6 fo6 c.m.06. E&.to .&e. debe a q1.c.c ~.te ami11otíc..ido .\e c1tcucn-tJra en cu1 c11C'ac.c <le­

.U.e., el e.u.al. poJt. .&Vt un en.fac.e dob.feimzn.te ltid1ro66b.ic.o, M d.lf¡.(cif.. de. Ucva..'t a calio, 

é:o.to p01!. ef. tado de. fa ~.[11.t<?.1>.W IE->lwl' !f KMtMn, 1970). ,PiJh. o.Vio Cado, 011 ef 1110-

111e.1ito de ·.ea· lúdlt6..C..U.i...6 ác.ida, M cu,,(. mlbmo un enC.ac.c 4iófc..il de 1tompCJt /J C.o.6 anc!f.i 

4.U,--i110&.tJt.t:i.do.6, óueJz.011 1teaUzado.6 poJt. una lúd1t6W.Lli no,'LJ1utC. de 20 fioftít6, p.1.'la que 

M.te da.to_ &e.a ma.6 c.0116.i.ab.C.e., el ant'f..e...W.i..b he/l.d' 11ec.Ma..Uo l1ac.c.1i una hid,'16l<4-Ui de 96 

''°""". 
Lo.& anú.noáci.do-0 4cJú11a y bl.e.01U11a, &e e.11c.uc.Jtt,~a11 .~:co¡¡ó{éll baju& c11 ,1fg:u10 . .\ ca-

.&D.6, M.to .tamb.i.én &e puede debeJt en pcv-..,tc. a que. c.\.to~ ru1U.11Qlíc.ido.t:. &011 .!JCH~-i6l'..u a 

.ea. IU.dJr.6.t.U..W ([cida y .&e de.91W.da11 en u11 peque.110 po.'lccn.taje, pa:ra 4&c1¡m[11cllt ,~u co11-

c.e.Jt.Vl.ac..i.611 exacta .6e debe 1tea.t.izM aná.t..Ll.l!. de anliJif!áU.do.6 a ~-ióMen.te.& .ticmpo.6 de 

lúdtr.6fu.i..6 (20, 40 y 72 /10Jta6 J 1 lJ g.'laó-icM .6U co11cent:'!.ac.-i.611 c.011,tJta. t:icmpo lJ e.x.t.'lap~ 

· fuJi. a. ii~npo cc.Jto. 

Lo.6 Jte11clün.lc11:to.6 de .Ca .6.üLte~.i.6 .6C c.a.tc[tfaJz.011 c11 ba6 e a ,fa· c.a11-tidad de pép.tido 

upeJtada, .t·omando como 1Lcóe-'l.c11c.ia to-6 cqu .. ivaten.te,,s dcf. pJt-úneJL ami.11oác.ido pegado a 

fu 1Le-!i.l11a y ia ca11:tidad de p~pt.ido ob.tcn.ido. ;-

Como .también 6C. pl!cdc ob!ic.'l.va.Jt en ta :tabfa 11, c).cep.to poJt eC. p~p.t.i.do NTX
1 
__ 

20 
en genelULC to.6 J¡c.11dhn.ie1Lto¿, de !:i.[¡¡;te,!>.W óueh.011 buc.110.6, con6.idcvra11do que . .6C. ob.tuv.i!!:_ 

Jz.011 can;t.idadu de 100 a 300 mg de pé.pt.ldo {.6cgll11 .6u .tamaiio), c_an.üdad mM que .6ttó:f_ 
ciert.te pa!Ut tz.eat[zaJt .lo.!> e!:i.tudlo.6 de ca.'lac.tCJt.izac...i611 de ta .tox,i_na. 

2. PuJLióic.ac.-i 611 de to.6 Pépüdo& Sí.1tté.tlc.o-!>. 

PMa .6aúetz. de tu1a óoJr.rna. ccutLlta.tiva .6..i. .tc1úruno6 po,'l. lo mc.110-6 u11a pa.!Lte de f.a 

;tox.<.na .6i11.tUica (NTX
1

_
39

¡ c.11 101a. c.01160.'-..macJ.611 pa.'z.c.cida a ·e.a que tiene .ta NTX na~ 

va, c.oll.ll.ÍJno-!.1. c.11 pMa.tel.o una etectJr.06o![e.!>..W en ge.tu de ac.c..ta.to-u/1.ea-a..Cct1t-i11a del -

-0.W.tem<t de Re-W6efd (Re-W6ef.d !f cof., 1962). L<t Nox.LtL>.tox.L11<t tiene fu ca!llle.teh.U.­

.t.lc.a. de. que en u.te .6.i.6.tcma el.ec..t.'l.o óo![~tÁ...co mi.9na con ce ma)ic.adoJt. de co.to:i det gel 

poJt. .to que u mtt!.f 6d'c....lt -!>c.gu.iJr.C.a 1J c.ompa-'tAA 1HLC!>Vl.a .tcx..[na .!>.<.11.tW.ca. E11 .ta 6.<.gu­

lul 3 .6e. puede oú~cnva.Jt c.tcv1runc.nte.· que .tan.to ta .t~xi.11a 5,{_11.té..ti.ca {gct 2) ccmo .ta 

.to tina. na..t-i.va. fget 1 J mi.9-'i.an co11 et .i.¡¡dicado.'l. de c.o.f..o,'z. {p.úio1ú11a). 

Se no.ta. c.11 -l'.a pa.'l...tc -5ctpeJIÁ.oJt. a ..ta handa de .e.a .tcx.-i11a 6.i11.té..üca u11 úa.'l.11...i.do, 

que no.6 ind-ica .ta p-'l.c5cnc<.,t de HJ!a mezcla de p(p.t..ido!> modi6,icada.6 . . : 

Veb.<do a C!:..to.5 ,'l.V..ftf..tado.6 .!le de.cld.i.6 puJti.ói.ca.Jt C.c5 pi:!ptido.6 poi[ c![ama.togna6.(a 

.{'.{.qtúda de alta he6o.e.uci6n (llPLC), u5a11do una co.Ctumut de e.xc-l'.u.6,i6n motecuC.M I-125 

Wl1a..tnian. E.6.ta co.tum11a .:tlc.11c UJI .'¡a.11go de .!.epa ... ac.i.611 de 70 ooo .. a-:1000 (6.igu.'l:a 14), 

poJt. .to que podJUamo.6 JepMM -fo.6 poLúnc-'l.o!:i de a.Uo pc!>o mo-l'.ecu.f.M que .6C pad.i.c-'1:011 

60Ju11CVL poJt. wr.-i.6n de .C.o.6 péptido-5 poJt mcd,i.o de. puc.11.te~ cü.6ttt!,uh.o, de .f.o.6 pép.tido& -



1 2 
_·;t·~I .... •-.-A 

•, 

F.l9WUI 3. EtecM.oó01tu.W en gel de poUa~runúfa de la NTX, en el •.i,Hema 

ace.Utto-«ltea- aean-<.na f RcW ó-letd y col., 1962). 

Gel l. 50 ttg de Notitr~-t('IX.i.11a 11et.ti.va, gel 2 50 t19 de NTX 1 _ 39~.i.ntWca. 
A • .!i.ign...l6-ica µun.to de apUcac..t6n, C. I. co{oJtante .i1uli.cado1L. 



pc.queifo.6. 

Ve .CM 6.ig!Vla& 1 5 a .ca·. Z2 ~e 

CaCÁ.611 /JM HPLC de .CM <i.,:¡¡e,i~11{e6 
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pép.tldo.6, coll.lz.obotinndo que en pép.tldo¿¡ pc.quc.iio¿¡ 

de ronina 

tfc.<.do.&, awnc.1Ltan .Co.6 cJtJLoJr.elJ de Jln.tel>.Ú { péptido.& co11..,to-0, d eCec.lone&) • Se puede 

ob.6eJtvaJt que f!..o¿¡· ex.tltC!J110.6 ·ami.110 :te.'Unluni. NTX
1

_9 lJ NTX
1
_

20 
!J .f.o.6 c..x.t.'l.c.mo~ cMboxj.­

.eo .te1u1ú.11<t.C, NTX30 _39 !J NTX21 _39 .1mteó.t:ian un µico p.'l.incipal ma!fOILLtJVúo cou pequ~ 

Jio.6 p,ico.6 éantam<'.nan.tu.. Cc>11áo/¡'mc. at1mc.11ta eC. .tan:affo de ~o-5 p(pt.i.do.!J -&e ob~c·u;a -

.ftt apa.lr .. lclóll de 11i.tc.vo.6 p,ico.6, c.ncontJtaJZdo ·que f.a :tox,ina ,!J.int:Wca compCda 

.lNTX
1

_39 ) mue21:tna cua.t/w p.ico.6, c.f. pico 3 tienen el mi.-Smo ..ÜeJnpo de Jtetc.11c..lú11 que 

.ta. .tox..ina. ¡¡a,tf.va y d pico 2 .ti.ene et Lieu1po de Jt.eÁ:enc.16H coh..'l.Mpond-i.e.11-tc. a .&u p~ 

_Jo mo.Cecuialt. La :to tina nt'Ltiva :ti.e.ne un .UCJnpo de .-:t~~cne-i6n mayoJz. a.l coMe5pon-­

d-iCJt.te a .t>u pC',!JO ino.eec1-lCali, po..!:i.i..btf!mente po4 c6ec:tó 'de coHéo:unac.i..611. 

Ve -Co.6 rJ-i.co.J p!U.11U.pa.C.c..5 ob-t.cJúdoJ poJr. ptvt...ió-ica.c.l6n en HPLC, de lo.& c:UóMeH­
'.te& p<fptido.& .t>e 1tcn..Uz6 ru1t;ff.,{_!Jti de ro11,(_11oáci..do-!i (Tab.e.a. VI) 1110.!J-t.Aando que ú.to.6 co 

JrAMpo11den a. to <'-5fJVLado, .ind..í..cando qtle R..a 111ayo1t.. paJt-te de pé.p:tido tiene fu .t>ecu~ 

c..{a dMeada. ~ 

Comp .t>e puede ob.t:.CJLvM en e,.5-ta. .ta.bl.a., de lo.6 p,(_co ob.tcrúdo.& de la ~ox..ina. ·-­

comple:ta. (NTX
1

_3
9
¡ et que co:z./iMponde má.6 en compo.J-i..ci6n a f.a. .toxA.na na.Uva. C4 e.f._ 

p.ico 2, ef. pi.co 3 que -.5ate e.12 e.R.. ml.5mo :tieinpo dc -'rl'..t:cJJC-i.611 que .ea .toUna na..tiva, 

eJut ef. que .& e Mpe.Jtaba que .tav-i..cJW. ia compoJ-i.c.i6n ·Hl~ pa.Jr.ecí.da a fu de la 1ut.t-iva, 

.&e p.ie1L6a. que W vez u.te pép:U..do .tenga. una confso1U11a.ci..6n .J.Úni.f.M a .ta que tiene 

fu .tox..ina na.Uva. 

3. Tox.ic,idad de .COJ Pép.ti.doó S.intét.lco•. 

Todo.& .lo.& pé.p.Ud.q_..6 .J.in:t~caéi i)uVton en&a.yado.& en cuan.to a .&u .:toUcA..dad. Se 

tLti.l..<.zaJz.Dll Jta.tDJte.j a.ib.inO.& de .fa. CCpa CV
1

1., e>i.tltC. J ~ !J 20 91ta.mo.& de pe.bO COltpOJw.1, 

La. ..ú1yecc1611 .&e eñcc.tu.o poJr. ..t>ie& v.{M d.lQCJteH.te.6 :· .&ubcu..t'1110-,- -i.1¡,tJ¡_a.peJú.tonea.r. e -i.!2_ 

.tJi.a.ven.tJUcu.faJL (ce1tcb,l¡_a.f_}. Tamb-i..é.11 .&e. eJ?!iaya.:<.oH ·t.tJó 1n.Llmo.& p€p.tido.& acoplado...s a -

a.C.bW1U.11a .&Vt..i.ca de Jia:t6n. 

Como e..t p!LÚnCJt. pé.ptido que .& e .&.tn:tdlz6 óue e.t co!Ur.~ po11d-i.en:t.e a .ta .& ecuei1c..ia. 

runfoo .tlVUnfoa! de ta Nox.lU-0.to:U11a (NTX7_· 9}, IU..te ·6~e. :(J. !J-Ume!to e&.tud.lado (Tabla 

111). ~ 

Polt M.t.Luüo.J de obt<t..6 .:totiiut.6 tJ a11ato9..ía· cpn ·e&-t.ucllo!> :tJU.d.ónCJt!i-i.onafM de ú­

.ta..6 .&e pc.11.&6 que po.&.iblCJnen..te p,t ext:tCJno ai1t-i.110 .te.1u1z.in.a.f. c..~:tuv.i..Vta e:.:puc..6.t.o (poi!. to 

genC!.!Utl en .Coó pép.U.do6 tJ pJto.túnct.6 io-5 ex..t.-'rcino.J runino y ca.Jtbox..Uo u;tan e:.:puM.to.& 1 
(Su.tc.Ll66e y coe., 7982). 

Aunque &e .l11ycc.t6 wia da-0.U C.Ccvada de pi!p.üdo, 200 ug (a¡JJtox. O. 2 wnotM). 
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Tiempo d.e Retención ( min.) 

'F.lgww. 15. SepaJw.CÁ.6>1: 'det p~p.t,úio NTX 1 pOll. HPLC Mando una colwmta de exclU.6.l6n 
mo{ec.u.l<VL 1-725 Wa,tmrm,-c.ott-Zmon.ti9uado1t :ót.le.tilruni>1<1-6oéó61t.lc.o !TEA-
P04_) ~ 2.25, con ac.e,tott.l:ót.llo en 1telaú6n 2:1. V/V, c.01t 6.lujo de. 1 ml/m.llt. 
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TAGLA VI 

ANALISIS DE M1INO ACIDOS DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS 

·'.: PASADOS POR IIPLC, COLUMNA I-125 

" 

:-ITXl-39 (2) NTX1_ 39 (3) NTX
1

_ 39 (4) NTX
11

_
39 

( 2) NTXl-20 (.1) 
AMINO ACIDO 

ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. ENC. ESP. 

ASP 4. 00 4 4 . 00 4 4. 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 .3 ·• 7'7 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 2.11 2 l '. 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 
. •. 

··.: 1. ' ·_vAL 
' ·º· ,19'. ·o. 4:; l· 0.063 1 ~ 0.91 1 .. . -\: • . .. 

MET 1.04 1 l. 04 1 0.86 1 0.97 1 

ILEV l. 34 2 0.8 2 0.4 2 _; 1.51 2 

LEU 1.12 1 l.Ó2 1 9.65 1 0.98 1 1 1 

TIR 1.91 2 1.85 2 1 .. 52 2 l. 7 2 

LIS 6.88 7 6 .45 7 5.36 7 5 •. 68 -6 3.14 4 

CIS N.O. 6 N.O. 6 N.O. 6 •' N.O. 5 N.O. 3 

. •'. 
* a.a. ausente en la secuencia 

' 
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et Jut.t611 .tMdo c.utt.Vl.o hoh.M en mo/tÁ.ll. pltc.6 c.1ita11do .Coó m-Wrno.& .&.in.tomM .t6Uco.6 que. 

.&e Ob.6e.Jtvan cuando .&e .l11yec.ta .Ca .toU.na 1utt.i.Va (de M.ta. .&e .1eqcL¿e.'tc. O. 05 u.moCu y 

el Jta.tón muelle ett lt11a /1oit.a). · 8.to 110.6 puede ·.l1lcUc.M que eC. .!:.i..:Uo actlvo .be e11cuen 

.tila. poJt. et e.U/temo am-lno .tcJun.l1;a1., p~o c{1tc. ~C.r{cú.CJte de· u.nci pa.JL-te e del Jtehto de 'ta 
molé'.cu.l'.á. pMa .te>te/l. ta. c.on601U11ac.l611 adecúada que . .e.e c.0116-i.eJLe mM po.tenc.ia o .6e po­

cf!úa pe1t.6M .tamb.lén que óO..Co un~ palde del ·pép:Udo ~.i.11.tlUco .i..11ye.etado adopt6 .ta -

co11601tmaci611 .ta.e que .Ce. con6Vú6 ac.tiv.i.dad o _que 6tH?. Jte.c.011ocido pon. ef Jtcc.epto1t -­

adecuado, poll. lo que .C:a po.tenc-la puede ...!.C)t ea rnL~ma ~ .i11i;f11~0 111C1!fOlt. 

Lo.& 1t.uuliado-!i ob.te.1údo.6 al admi1ú...6:t11af/. eC. péptido pon dl6Me1i.tu vla~, no.6 

/1aCeJt PCJt6M. que po.b-<'.b.eemen.t:e. e.e pép.U.do 110 óC.ct de. r:ácA.,f. d<'.6tt.!i.i6n palul Uega.Jt al 

.6.U.lo de ac.c..i.611, ya que po1t v.fa. 11ub~u.td11ca et 1uit611- '110 i'.tcg6 a moJÚJt, h-l.110 bo.Co pa~ 

.&c11:t6 .6-l.n.t:omru. de .totic.idad, no rui.( po".11. v-l'a i_11,tJt{t.ve1L0-icuCM, con fo que .&e ac.elVt6 

.ea muM.te del. a1úma.l. ya que d,{,ltec.to.men.te .6e .ltioccLC6 -~Jf e.t .!i.¿_!i.tema IH~ . .liv.lo.&o· (ta. No­

Úu.b.t:ox.lna eh una neu..'to.tox.l11a que. ac..tua bobttc. ce e.a.na.e de ·po.ta.6.lo, be pe9ºa. a ..!i.ina.e 
. ! • . 

:to.!Joma.t. det .6.iJ.i:tema 11e1Lv.io.60 c.ent:uzf. de Jutt611). · Se ob.!Jc.!Lva .tamb.lé11 e.t. e6c.c.:to de fa 

do.!i.lb. ·.ea cual co11c.ue1tda. c.011 io d.lc.110 an.:tel"...icrL111Cn:te. 

Lo.!> da.to.b de 1'.a .inye.c.cÁ.611 ,i.n:t:zapCll.Uonc.a.f.. de todo.!> f_o¿, pép.t.ido¿, 'be. muMbta.11 -

cu1 la :tabla IV. Lo¿, pép.Udo..!i .c.011.1Lupo11d-i.e11.te6 a. .tah -0ccue11c.lct6 c.Mbox.l.Co .t.eJun.i.1tal 

no 6ueJLon :t6xJ..io.6 en u:te JU.tema. A pe..6.M de que, .be e.6pC?Jutba. que .ta. :tox.i.na. c.·om-­

pl'..e:ta. 6uel!a :t6xic.a, p/t{_11c..{_pa.Cmcn.te poJtque elec.tJL060Jte-ticamcn,te m{_gtta .i.gua..f que .ea 

.tox-lna na.Uva !f pcn~ando que tiene una c.01tóo,~ac.-?~1_f .6CJneja.11.te a. e.Lea, ú:ta .tampoco 

6ue :t6Uc.a. Po.&-i.b'temen..te. e~.tc. una ~ompe:tenc.,i.a. j;Jó'?t.' fu p1t<!lie.11c..ia. de péptido-0 mlf.6 

pequefio-.6 o bien el. po11.c.cJl.:ta.je de. .toxina con La 1¡1{.bn!\'t c.011óo:u11a.c..i611 .!iea. :tan pc.que1la., 

que 110 ¿¡e.a .t.u6-:i!clen.te pa.ILa que .t.e puedan ob6MIX'9-'L .t..iit:toma-6 de .toxic..ldad. 

Pofl. e.e. c.on.tltMÁ.o, .f.o¿. ex:t.ff.('Jno6 amino :tvuni1titl'·~..¿_ 6u.Clloli .t6iic.o.t.. Como .6e ha.-

hla mMblado ya pall.a 1?.a NTX
1 

_9 , .tamb.ién .ta NTX 1 _20 
6ue .t6x-i.ca., óe ob&Vr.v6 que a.t -

acoptaJt CA.to.ti péptido.6 a a-tbiúnina de na.t611 awnCJt-ta .!!U .totic.lda.d, poJ..-i.b.f.emen:te. con 

el acop-tamieu.to adqu.icJta1t una con6o:unaCÁ.61t 6.i.ja. ·f,~!i u.tabte.) que Jtcac.c..lona mM 6a.­
c..Umc.1itc. con 5tt Jtcc_cpt<llL. Se. l1a Jte.polLt.ado en i.~ ·ilieJta..tuJut que lo.6 pép.t.i.do.6 peque-

110.& en .~ottic..i6n acuo-0a, no ólíc..ü'mcn.te adoptan e~.t.'L~<;.ttV'ULl e~:tablc.6, pofl. la au.6e.ncl.a 

(fe 6ueJLza.6 dada..6 palla et c11/to~ruuie11.to de la.& .p1to:t~11a.6 (N.Una.n H. L. !J col.., 1983). 

E.6.to.6 .pép.üdo.& pueden ..6e/L 6.Cex,ibte& c.ou6onmac.-l.~ua!Jn~-ite y ~e 'puedc.11 .lnducÁJL eu 

elfo¿, a.l9tuut cdnóoltJnttc..i.611 pa.!La. la .ln.teJl.acCÁ.611 c..Ott ·"Ci:tltltb pt1.o.tú11a.6 1 Pa.teMon Y. 

1985). 

4. PILtteba.ó I nmtuto.Cóg.lca.6. 

A. Ve.tece-i6n de An.t.lcue!LpM Anti-pép.t.idái. ·s.¿11.t.ét.icoó. 

Ra.tone.6 albinob hCJnb!Ul.6 de fu cepa BALB/c. he .i11111u1úzM011 con .to.6 péptido.& .&.ln 



TABLA nr 

TOXICIDAD DE.NTX1 _ 9 

VIA DE ~DMINISTRACION 

D O S I S INTRAPERITONEAL SUBCUTANEA INTRAVENTRICULAR 
! .• ---------¡-----------~_:__:_-;--____ ...:..__;_ ___ _ 

200 ug 

.· 100 u.g 

20 ug 

SINIO:-ll\S DE 'IOXICIDl\D A 
IOS 20 MIN 
MUERTE A Ll\S 4 HORAS 

.. 

SIN'IOMAS DE 'IOXICIDl'ID 
EN 20 MIN (ÍlIPEREXITA­
BILIDl'ID,. SIAIDRREA) 
NO MUERTE 

CXJNVUISIONES A ros 12 MIN 
MUERrE EN 14 · MIN 
(CXJNIIDL CON 20 ul DE l\GUA) 

N:i SE OsSERvAN SINI~!P.S SIN'IO:-ll\S DE 'IOXICID.Z\D 
DE 'IOXICIDl'ID MUERrE AL DIA SIGUIENrE 

. ' .. 

CXJNDi= DIFERENTE A IA 
OBSERVAI:ll\ CON NIX 



TABLA 1V 

',\'OXICIDAD DE LOS .PEP'.l'IDOS SIN'rE·rrcos 

• 

0

PEP'.l'IDOS SOLOS 

NTX30-39 

+ 

' + 

.HIBRIDO: 
NTX1 _ 9 + II 9. 2. 2l'-lO + 

Sig~ifica no t6xico 

PEPTIDOS ACOPLADOS 
A ALBU!•UN'\ 

NO 

++ 

++ 

++ 

+ Significa t6xico en una dosis .de 200ug/20g peso 
+ + Sifni.fica t6xico en una dosis de 1.00ug/20g peso 
ND No determinado 

• fate pépüdo .1e dMcJúb.l6 en eJ'. cap.U:ul'.o .de.l <Li.lvw hietu..<du 
ea M.t:e :tM.bctjo (vCJL .incLloV111). · 
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.tale.o.& .&o.f.óó o acóptado.6 ·a a.C.bWnlna de acueJtdo a.l u·quema. pJtC2:Je11:tado en .fa .ta--

bea V. Paha_ e6ecto .. de .i11i11u1Lizad611 .&e u.tW.zM01;· ~o~· J~ép.Udoó ob:ten.lcfo!J dhi.ecta-

men.te ~Mput.& ·de ·.Ca 1r.up.tl.Ílut C'!l.t 

.Uqtúda. 

flF, poJt .Ca .ta.n.ta;·~.,.¿11 pu1ú6.icM polt c..tromcttogtraó.(a 

_Se- 'deted6 'l.Q.: p.\M-i!.J1c.ia,_de a11.t.icueJtpo.6 1J0Jt .l1tÍm111ocli.ótt6l611 1 dupué.l. de e.a qtú!.!_ 
. . . 

·.ta .i.1imu1ú.zac..l61t. Palla. .todo.& .Coó dCJ!,la.6 eJJ.tudioó· .!iti u.ó6 et óueJto ob.tc.11-ido de~puél. de 

ta_ ·ó e.1,z.úna .inmi.uú.zac..i.611. 

Pll.-ÚneJLo .&e en¡)JLc.11.ta..'1.011 .Co.6 -!>ttC/l.Oó ob:te1i,ido-!:. de loó /t!-i.tcnc¿, .i1wn111.izculo.!> c.011 foó 

d.i6en.en.te& pép:Udo.& con .6tW .i1únu116ge110.6 pMa .&abeJI. .!>.i ex..Ll.t.[a ll(!,!:,pue~.ta .inmun6.Có-­

g.lca a eU.oó • 

Una vez que .6_e ob.&eJtv6 ll.Mpue.6-0- Á.1~mu11_e, M.toó a1iU~t.1.Vto.6. óe e~t6'1.CJ1.t.a)l_on a .fa 

.toxl..na .6.i.n.tWc.a compf.e.ta, paJut ob6CllVCUL qiuf ai"1.tlc.uvipo6 _(que Jte9.<..611 de fa moféc.u­

·_.ea) vw.n capac.M de Jteco11oceJt a fa .tax.{.1ut c.ompfe.ta ... pucUe11dO ·.tnóelÚJl. :que 1teg.i61_1 ·de 

..Ca mo..C.éc.u.fa e.6.tá ~xpuu.ta (F.ig. 41, .6C. 1.:v1.olla.Jto1~ . .t.~1.i:t""{J·.C:o.6 J.iuc.J1.o"& ob.tc.iildo!l de .io.6 -

Jta..tone..6 .i1m1u1Uzado.6 con pép:üdo.6 .60.to.6 como de··.e.a.6· acoptado.6 ~ a.tb1úni1ut, ob.6Vtvan­

do ·..igual ll~puu.ta en ambo.6 c.ll..60.6. 

Se w..6 coma an.t(gc.110 a ..Ca .tox.i.11a .611.té.t.ic.a acoplada. a aCbrúni.11a, ya que no &e -

ob.6eA..v6 banda de p1tec...i.pi.taci611 cuando .6e u.&6 &.in, ac.op.f..CVL a albúmi.na. 

ApMe.11.tcmé.n.te en .ta .tox.ina .6in:t.Wc.a acoptada a afbWn.ina .6e e11cue11..t.Jra. expuu:ta. 

.fa Ji.C.g.i611 c.cvrboúto .tCJuni.11af. ya que ex.Ll.te Ji.C.COllOC....imlento { úa11da de p.'t.eclpLta.do) -

poll paJt.te de .C.o.6 antA'..c.ueJipo.6 que óuvr.on .tcva11.:tado~:·~c.01LtJta lo~ óMgme1U:o.6 NTX
30

_39 
!f NTX21-39" 

Ve.6puM de ab&eJtvCVt que ..C.oh a.n.ti.c.uen..po.6 co1itlta .f.a.6 óJr.agrne1Lto.6 de .ta .tox.ina 

cvui11 capac.M de JteconoceJt a la .tox.i11a h.in.t.é.:tic_a com}Jte.ta he pJtoc.e.cli.6 a enóJtc.1t..taJt -

utoh antic.ueJLpoh a .ta .toxina 1uiüva 1 F.ig 5 y ·6 l.· 

Se 1te.a.ilz6 una .i.1unu11ocli.ó(M.i.611, c.o.eocando en ef.. poc.i..Uo de.1. ce1t.tlto a -Ca .tox.ina 

nativa bota !f en lob pocUtob út.tvuú'u a <'.Ob mt.t.wueJto• a11ti~p€ptidob ( F.ig 5). 

Ob.!ieJtva.ndo i.a aMencia. de ba11dM, &e pe11.60· que P.~~.i.b.tCJmt.te paJi. .to pequeiio de la 

.tox.i.11a 110 eh po6..ib.ee que p .. 'teciplie a..t. Jte.acc...io11M. C."011 tl anticr1eJipo h.i. e6 que d.-6.t.e 

l.o :<.e..c.011oc.c.. Pa..'ta. dc.t.ca..\.ta.11. e..!i.ta. po-!-i.hlti.dad, ·~c. a,c.opf.6 la .tc:úna a. a.tbiúr~ina de. 

JUU:6n ( F.lg 6) obb eJtvando o.b.C bando.b de phec..ip.üadQ, 

E.t an..t .. i..huello an.:ti-NTX
1

_3 9 obteJU.do de -i.1unu11 .. {za.Jz. Jta..tonc..6 c.011 c,~.te p(.ptido .&o.to 

!f acopf.a.do a at.búm.ina ~e enóhen.ta..'ton a ta Nox.lu.!l.to_.Xlna na.Uva, a a.t.bWni.na de na.t611 

y a..t. p~p.ti.do ~oto y al. acoplado a atbúmi11a, ob!:iVtvando en nmbo.& c.Moh Jt.econoc..únle..n­

.to de lob péptidob. 

Se ob&e.JLva .ta banda de pn.e.c...ip.i..tado m.1y0Jt•·co!1 ·c:-e. p(.p:Udo a.captado a atbúm.i.ua. 

.tan.to con el an.ti..6UC/l.O a1iti.-NTX
1

_
39 

como c.011 et a.11..ti~uello a1iti.-NTX 1_
39

-a!blún.l11a.. 
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TABLA V 

ESQUEMA DE INMUNI ZACION 

Se inmunizaron grupos de diez ratones albinos hembras de la cepa 
BALB/c, tanto con los p~pti<los solos, como acoplados a albúmina. 
Los péptidos 6 los polímeros con albúmina se inyectaron por vía 
subcutánea en dos-puntos subyacentes del lomo del rat6n, de - -
acuerdo al siguiente esquema: · 

µg Adyuvante Adjiuvante 
Péptido conpleto de Freund . inconpleto de Freuni 

la s_emana 100 + 

•2a semana 200 + 

Ja semana 200 + 

4a Semana 200 + 

Sa semana 200 

6a semana 200 

8a semana 200 

... 
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. 1 

: 

F.i.gUlUI. 4. Tiunu11od.ló1U>.i.611 eJt gel de. agaJtcMa a.e O. 8% en PBS. 
Concei'l.tJtac.i.611 de. NTX 1_39 -a.f.bwn<.na. de. 1 mg/ml 

1 zqu.i.eJuia. Ven.echa 

. Cei'l.tJl.o: NTX
1 
_

39
-a.f.bwn<.na. 

Pozo 
1 ~UeAO NTX30-39 
2 WeAO NTX

21 
_39 3 WeAO NTX 1_39 4 PBS 

.• 

.. 
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! 1tmu11od.i6Uh.é61t e1t gel'. de agaJ<.00<1. a.e. -O. 8% eit PBS. 
E11 e.t fioc..Wo de,f. c.e.1?-tñ.o .6 e. c.oloc.o nox.i.Ll6.tox,(11a: e.11 
una conc.en.bt.acl6tt de. lmg/me, en lob pozo& ·.ea..teJi.a.- · 
.ee.s .6e c.o.C.oc.a.Jton l.oh .6uetlo.6' de ..C.o.6 Jta..;to1ieó .l11mu1U.- · 
za.do.& c.011 .C.o.6 pe.p:Udob .6olob • .... .... 

F.égww. 6. !1unw1ocli.6Uh.é6tt en gel de agaJ<.oM. el O. 8% en PBS. 
En el c.e.n.tJto he. e.atoe.o a: la. nox.iU6.toxina. a.e.optada a. 
albumina de JLa..ton en una. c.onc.cnt.-•u1cl611 de 1 mg/mt. 
En. lo1:i pozo¿, la.teJUtlu .6~ c.9loc.a11pn to.& oueAo.6 de. 
L.o.6 JuLto1te.6 .úunu1úza.do.6 c.on i.oh pe.pt.ldo.6 ac.optadoh 
a. a.tbumüia., ~uf!/to p1te.l11mw¡e !pozo 7) y PBS (pozo8). 

. . ... 
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E~.to po.6.ibf.cnlen.te .6e debe a la pll.Mencla de af.búmi11a. en el campee.jo a1t.t..(ge110-a11.tl­

cue1tpo, ·a a. ..ea.· p-'te..~enc.ia. de an.Ucuv..po.6 a1it:<.-atbiú11l11a.' Una ba11da déb.le.. de phcclP:f 

.tada .lncüca. que ex.l&.te Jtedcc.l6n. con et pép.t<do ,ata 1 F.lg 7 J. 
Pa.Jia de.6c!M.talt .Ca Pll.e&e11c.la- de an.tlcuc.lipo.6 an .. tl-a.tbúinina. de 1utt611 .&e e116Jten.ta­

JtOJt l~.6 ÍJuelt~.6~ Cle .fo.6. :'la.to1rM .[n1;u1U~~do.6. con .fo.6 p~ptido.6 acoptado.6 a d.tbúm.i11a, -­

con alb[úni.na. de h.a.:t6n,· no ohtic/1va11do 1z.eco11oclm.i.e1ito. (F.lg 8}. 

La. a:tJut po6.ib.LU.dad que eiW.Ua.., eJut la p'teti encla dci. a1Lti.cuc/rpo.6 'utU.-a.tbttmlna 

ma~1..6.icada. polL .fa J;.ea_ecl6n con c•_,1vtbl'rli...imida, _PD·'t .Co que .!J.e p-'loba,'lon fo-6 a1i.tl~tLC)'l0.6 
an.tl-pép.tldo.6-al.bWnl11a, 6h.en..te a a.fbr.1mi.na :tJuttada con c<VtbodLúnld~ ( F.ig 9 .izqu.leti.da). 

Se· ptuüeJta pen.6a_Jt que .f.M banda...6 de p-'rr?..clp.i..ta~o obbe..:i.vada-0 de .ta Jt.eacci.611 de -

.e.0-0 n.1t.t.lbueJr.o-0. a.1iti-pl!pt.i.do-0-aebWn.lna, con .ea .tox..i.Í1a. na.ti.va acopiada. a albtírn.lna pu­

cUeAaH debe!L6e .tdn -00.f.o a .f.a p!tC!...6e.11c.-la. de. a.11UcucApo-0 a11U-a.C.bt(1nina mod-l6.i.cada., -

pe/i.o no· .&e puede de.!:ic.a.Jct.ali.. .e.a. 1.i:'LC!ie11c.-la.. de..an.üc.uc)t.j~o.!:i que .tieco110:;.:ca11 .tronbién a. .fa. 

:tox.i.11~ na..tiva.. PMa. c.ompJtobM et:i.to ce p,'loc.ed16 a mo1LtM mé:todo-0 mM .&e.11.&.lble.6 qtte. 

110-0 pe.'U1~e..:ia11 de.tecta.:1. a1Lt.ic.ue.-'lpo.b que Jtec.anozca.11 a la. No:vi.M.toU11a. -0.i.11 que .i.1U:CJL 

6.i.Ma. e.e ac.a1V1.ead0Jt. .• 

B. Tilu.f.ac..i.611 de A1tfüueJr.o.6 lJ PnuebClb de Compe.tenc..la poli. RlA. 

Se pti.ocecii6 a mo1U:M tu1 mé:todo de de.tecc.i.611 de la :totina. mM.cada. con 1251 con 

a.1i.Uc.ueApo-0 a.11ti-.tox..i11a. 11a.t.iva, tu.ando un .&egundo, Cú.t..t.ic.uMpo pa.Jw.. podeJt ¡mec..ip--Ualt 

e.e c.ompie.jo. Una vez mo11.tado M.te método .&e phoball.011 todo.& .e.oc -0u:Vt.o.6 a.11.ti-p~pti­

do 6Jten.te a ..e.a .tox..Lna mcv'lc.ada ellc.01i.t..'ta.11~0 que .tan .-00.f.o e.e -Ou:e.Jt.o pli.Oduc.ido c.01Lt.lta. -

fu .tox..ina. -0.in-tWc.a c.ompte.ta {NTX 1_3 9 ¡ .6.i.11 ac.opf.CVI. a ai.bWnina, pudo ti.e.c.onoc.Vt.. a .e.á. 
.tox..ina ma.Jt.c.ada. c.011 1251 {F..i..g JO). · 

E.e. e;1c.01LtluUI. a1Ltic.ue1z.po.6 a1Ltl-p(!.p:Udo que Jt.econozca11 a .ea pll.O.tU11a Ha.ti.va 110 

..únpUca que uta. Jteg-i..611 !lea nec.LltVú.a.me1ite un de.te.11..m.i11an.te a1itigén-ic.o e.11 la moté-­

e.u.ta olLig-ina.e.., ya que puede -Oe!i. una ll.egi~1~ ex.pue.6~ que na.tuJta..f.men.te no e6 ru1 de-­

.te1U1i.i11a11.te a.11.t.igé1úco ptinc.-ipa..f.. {Le.-'Ute.Ji. R. A., 1982). 

Hac.lc.ndo 11.ea.cc.Á.011aJL ahoJta. a .C.o.!:i d.i.6e.-"-entu 61t.a.9mc.11.to.!:i .!:iin.tltico.!:i con .Co.& a1t.ti­

c.ue.1Lpo-0 a11.t..i-.toW1a tiativa podcino.6 da..-'l.110.& una .idea. de po.!t donde. -0e enc.ue;1tlut ta. Jt.e­

g-i..611 anti9é1úca. 

Lo.& 11.Mtú'..tado-0 de .t.CL6 c.ompe..te.11c.-i.a-0 de .t.o.6 pép:Cí.do.6 c.011 .fa .:tox.i.na na.ti..va. mo.6.t.'la. 

11.011 nu:e.uamen:te. {F-i..g- 11) que . .f.i:J. .tox..ina -0.i11.tWc.a. c.omp.Ce..ta óue la u1úca capaz de du­

pfuz.aJz. a la .to Una 1ut.üva. Se JteqU-Vz..i.6· de· ap1tox).madrune;1.:te.. mil. ve.ce.& mif.6 de p€p:U.do 

pa.:t.a. .f.091t.a.1t una -inlúb.ic.Á.611 .6ti6:i.c..i.e1U:e. Apa ... "¡.c11.teme11-te, ;{tt1d~.é11 e..f. óti.agmetU:o de. .f..a.& 

.tlru cuaJLta.6 pa.Jt,(.M de la .tox.üut de&pf.aza.. peno en me110Jt gti.ado. 

La 6otuna de. .ta c.Wtva de de6pf.aza1nie11.to d la .tox.i11a na..ti.va .indica la pll.Menc..ia 

de wt -00.f..o tipo de an.t.i.c.ucJI.po y .f.a c.Wtva de la .tox.i11a -0.i..1itWc.a l1M.ta. 1000 pmo.te-0 -
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11~nunocli.6M.i.611 e.Ji 9e.l. de agCULo.&a a.l O. 8% en PBS. 
Se u.UUz6 una c.011c.e..11tlta.c.l61t de 11ox..lt.ui.tox..lna de 1mg/mf., 

de a.lbunú.na. de Jz..a.ton 1 O mg/mf., de NTX 1 _39 -a.t&unú.11a lmg/i11.e. 
y de NTX 1_39 1 mg/ml. , 

1 zqUÁ..eJtda.· · Vvi.ec.ha 
Ceii.Vto: ·Swvw de lo.6 Jut.tone.6 Ce1i.tlto: SueJto de .e.o~ Jul.tonu 

.l11111u1úzado.& c.011 NTX1_39-a.tb. ..l1mu1ú.za.do-0 con NTX 1_39 
Pozo.6 

1 
2 
3 
4 

Pozo.6 
1 
2 
3 
4 

11i.munocU6Ml6n en ge.f. de agaJto.sa· a.l O. 8% en PBS. 
En. e.e c.CJWw .6 e co.eoc6 a.f.bwnina. de. Jt.a..ton en una. c.once.tLtlta. 
c,l6n de 1 O mg/ml, en .f.o.& poza-.& .f.a...tM.a..ee.& .&e coloc.6 el .&ue 
M ·de. .C:o.6 1uttonu .i.nmu1ú.zado.& con lo.& pep.U.do1.:i ac.opf.ado.6-
a albwnúta. 
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l11mu11ocU6u.&.t611 en gel de aga1io.6a. 4t O. 8% en PBS. 
Se u.:UUz6 una. c.onc.e.Jt.tltac.l6n de. a.lbwnlna. de Jta.ton .t.:iatada 
_c.011 caJr..bocU.i..nú.da. de 1 O mg/me., de NTX 1_3 9-ct..tbtun-i.11a. 1 mg/mf... 

1 iqu.leJuia Ve.hec.lia. 

Ce;U:Jto: Albwni.na. de Jta.ton :tha.:ta.- CCJ1.Vt.o: NTX 
1

_39 -a.f.b. 
da. c.011 c.Mbod.Lúni.da.. 

Pozo.& 
l 
2 
3 
4 

.bUeJt.O 
4uvio 
.&ue.Jto 
PBS 

PozoJ.i 
1 
2 
3 
4 ... 

·~lle/LO 

.5ueJto 
.óUCll.O 

PBS 

NTX., 
Nrx>D-39 
NTX21-39 

l -39 



• ' o 

e 
<>. 

u 

'10 

8 

6 

4 

2 

90 

70 

50 

30 

'10 

'1 

NrX1-39 

TITULO '1.°'14'1 

2 3 4 5 

HIBR/DO 

NTXNAT/VA 

TrTULO 1 .'224 
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-Log (dil. suero) 

}· 
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,,, 2345 

F.l9Wta. 1 O. T .í;tuta.c..i.6n de: .f.o.6 .6UeJL0.6 de Jta.to1t .ltunu1ú.za.do.6 c.011 .tb& pe.p..tldo.t. y la nox..ilL6;tox.lna., 
polt.. RIA, de&pu~ de. .ta. .& ep.túna. .iJtmun.i.za.c.l61t. 
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pallece ~cA q~e /Leacclon~ con et mW.mo ":n-tlct.tCJLpo ya que .lt't4_ C~':Ja.6_ t..e ob¿,.C/l.vcu1 pa.­
Jr.a.f.eta.6 y con U11a. .6_o.f.a pc.ndlen.te, e& .ú11po.oitante l1ac.e1t 110.ta.!1. que 110 ~e p.1tobaJtcu· e~!!_ 

ce.1LtJtac..i.011e.ti may01Le6. de pép:Udo.6 y M.ta. culLva podJr..Ca UegM a .l11lúb-Vi .to.taline1Lte O 

cdmb.iAA de pe;~1d.ien.te .lncUCand~- i.a. ptL.cÚieuei.a. de obto .tlpo .. de ll!?t-icueJtpo tj/o mezc.ta 
1 ' • • 

de péptido6. 

C. Tilu.!acl611 de A1U:l&uCJl.0.6 y P11.ueba& de Compe.tencia polt. t:LISA. 

E.6.tDó e.xpCJWnent:o.6 ~e -'1.cpi..tlCJlo11, al1otta 11~a11do el ,;1é-todo de ELISA, e11co11.tJia11-

do loó rnl&mo.& /L~u.Uad0.& • . Tan .60.f.o e.C rin.t..ú.ue/tO a11.ü-NTx
1

·_
39 

~u_e capaz de Jtecono­

ceJL a la. .tox..i.na. 1ta..Uva. (Fig 13). Se. ob.&e..tva que poJt M_.te. mltodo, 1.'.a c.Mva de .i11fú­

b.lú611 de la .tox.lna i.ln.tUi.ca 11\üM-tn.a .tA<!.6 pe11cli.e11.tc;-6, -i11d-i..ca11do Que ex-W.te1t .t.'Lí!h 

co116oiunacio11e&- {o .tn.M dMe.6 de. -pép.t<.do.6 J qui .6on 1tcc.ánocido.6 polt ..f.o.6 'u1.t..lc.ue.-'tpoli 

an.:ti-Notirl.6.totina con cU·nC.11.c1Lte,.6 a6iiúdadc>A. L_a ptimc/ra pcnd:Lc11:te ripa:1tc11.tc.n1c11.t(_!. 

e& pa.Jta..teltÍ a ..e.a c.uJtva de .ü1lúbiU611 de ..e.a. Noxiti!:i.t~xi11a, .f.o qúe i1ulica que po.IL .f.o 

1111.1_;10.6 una JXL~e del'.. pépt,ido ..6-in.té.t,.ic.o .tic11c.11 fa mL8ma c.on6ot1.maci611 de. ta .tox.i.na 11~ 

.ti.va o b-len pod:úan c.x...úi.t<A . .tJLe6 .t..ipo.6 de a11UctH~.JI.po-& ya que .&c. e.!:i.ta n!:ia1tdo un .6Ü! 

!to poUcf.onal.. ~ 

Se Jtep.{;tie,oton lo-& expWm_c1Lto& ·de dC}.¡pfazru11lc11.to con io.6 pép.tldo.6 -&e.Jní.putú6l.­

c.ada.6 de .la NTX 1_39 (pie.o-& 2, 3 !J 4) -&upon.i.endo ·qrie cada uno coJtJte.!iponde a f.ru. .tlte6 

pencü.en.:tM ob~e.-'tvadM c.11 .ea c.u..-'tva de de!:ipl'.azanú.v1.tó de .C.a NTX 1_39 (F.<.g 23). 

Se ob~c,.'tva que. ..CM fitrac.c::<.011u 3 tJ 4 -0:.i.g'ttc.11 mo.!l.t'1.a11do C.a.& .tltc.li pc.nd.icn.tM que 

moh.t.Jtaba e.e. pé.ptido no pa-Oado po!t. .ea c.otumna 1-125 tJ el'.. pie.o 2 muM.tti.a una .&o.ta. -

peJ1Cli.e11:t e. 

La p1tuei1c.i.a de vaJLia,!J pend.<.eJ1.tM 110.6 pue.de .<.11dic.a.JL que M.t:a..6 61tac.c~onM aún 

110 u.tan pWUUi _IJ que c.x..l-6.te u1ia mczc.ta ·de .tltM jJ~p.üdoh que .aon -'tc.c.011ocido.a polt el. 

nú.hmo 'an..t.i.cue'lpo pelta con d.i.6Vteii:tu a6i1údade6 o prtede ..!:ie/t que c.W:ta una mc.zc....e.a. 

de a11.ti.c.ue1tpo.6 que. .tle11en cli.6cAen.tu a6.i1iidadc.1.> poll.. e.e. pé.pUdo. 

El pie.o 2 que mtLe..6.L'ta. una ¿,o.f_a. pe11cli.cn.te y ademá..!:i M pa.ti.a.Cc..ea a. !a mo&.t,'Lada -

po!t. f.a NTX 11ativa 1 110-6 porft¡,(a ,(nd,(caJt que_ f?~:t<! iJ°fpt,irlo c-6 Jrecr11ocirfa po!t ce m{~mo 
an .. t.lcuVtpo que .1tec.011oc.e a fu na.ti.va pVt.o c.011 cli.óa.'Lcn.te a.6i.1Udad. Obt.Cltvando .to& 

antf.U.6..i..& de runi.11oácido& de u.ta. 61tac~611 .6:e 110 . .t~- qu.e p.'Lcclóru11e11..te u.te p.<.c.o e& el 

que .ti.ei1en .ea. c.ompo.t..<.c.i.611 mM c.Vtc.a11a. a ta. de .ea Nox..i.CL!:i-.totina. 

VMpué..6 de a11a.tiza..'t io-!:i Jte..!:iuUado.& ohtc1údo& .de f.tw p.'l..ucba..6 de :toxicidad y de 

dup-ta.zruni.en-to, M.to.& .&tlg.lVten que .ta ,'tcg.i6i1 a111i110 .tivu11i.11a.C. de .ea .tox.i11a -!lea. .fa --

,i11voettc.1tada en amba!i~ c.~o!i. Cabe. ac..f.a,'ta.Jr. q1Le c.n Ca.~ expc.'ti.mc.11.to,!:,. de dc,!:,.pla.z.ai1:.ic;l.to, 

..Co.li 1Le6uUa.do..6 ob.te1ii.do-& con .ea.& pépt:.ido-6_ anii.110 .t:e,-~mi11iú'.. NTX 1_9 y NTX 1_20 , pueden 

e&:talt .t.ubu.timado.6 puM.to qtH!. e:~.to-6 péptido& 110 órilVto11 .to.ta.e.mente. &o.eubCu. 
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En.&a.yo de. compe.te;1c..ia poJt. f;L1SA. Se ptt.0b6 .üt. J.ulU.b..lc..ló11 p:wduc..lda. polt. 
NTX >ta.ti.va, lM 6Mc.úo1t"'6 2, 3 y 4 ob.telt.ldM de. la cMma.togM6la del. 
p~p.üdo NTX1 (F.lg. 20), ~obJLe. .ea ult.l6n de. lo~ a>t.ticue/l.po~ M.ü-NTX 
nativa a la ilíl2e ~6Uda cttb.leJL.ta con 6Mc.e.l611 11-11 del ve.ne.110 de --­
C. nox.lu.6. 
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V CONCLUSIONES. 

Se .&.l11-t:eti.za.1t.011, .6.i.gu.i.endi} el'. mUodo de. f,fe.Jr.Júó.i.et.d, .&ei.6· ·1Ji!p.tido.& que colt.-'te.6-

. pond.en-a· 61taccio11u ronlno y caJt.bo~o .tC!JU11i.11a! de la Nox...i.u.&:tox1..1ut, .tox..lna del ven~ 
nO de.f._ a.1.ac.Jufn de Naya.JU:t Ce.ntlz.WLo.i.du 110Ucu, Ho_6óma11n, ·que. _ac..tua ~abite el ca1utt de 

1X::f:.a..&.i.o en axone.6 g.lgan.te.6 de ca1.amaJt.. 

Et 1t.enrlú11ie.11.to geneJt.al. de .&.ln..tu.i..6 óite del 60%, e_11co1t.tltcuido compo.6.{c.lonM de 

roni.notícldo.& muy palu!.c..ida.6 a .fo MpVtado. 

Se .fe.vant_Mon a1lti.cu.V1.po.6 co1ith.a .todo.6 fo.& pép,tido.& .&ofo.6 y acopfado.6 a (Lf.búml 

na, en /ta..tonM al.b.ino.6 he.mb!Ul.6 de 1'.a ce.pa BALB/e. 

Se. mon.talion .f.o.6 mUodo.6 de ELTSA lJ RTA pa!Ut f...a Ncx.ltW.toX;-{.na •. 

Ve .fo_.6 -a1Lt..i.cJ1c,,•ipo.6 anti-pép.ti.do, .&.o.to f.o.6 a1i:tl-NTX
1

_39 órtenon caf)ac_e.6 de Jtc.co­

noce-'t a .e.a :toxina na..üva, p-'loiiado.6 po!t (',~to.!. do.& mftodo.6. 

Lo.6 JtM~do.& de compe-tenc..ia .i11d.ica11 que .&of.o la NTX 1 __ 39 6ue capaz de dupf.a­

zaJL a. ..ea Nox..iM_:tox.-i.11a. · Poll. u.to.6 tnúmo!J mUodoh, .& e ob.& eJI.va .tamb.lén que el. pép.:tido 

NTX 11 _39 , comp-i..t.e pcuic..ial'.me1it!! con la .toU1ut nativa. 

So~o lo.6 pép.t-i.do.6 NTX 1_9 !f NTX 1_2 0 6uvion _.t6Uco.6 e.11 JuLto11e6 al.b.i.no.6, m.U.mo.6 · 

que .6011 .6e11..&.ible6 a .ea .tox..lna 11a.tiva.. 

El 110- ob.tene/I. 1ú11gu11 dupC.az.anii.en.to con .f.o.6 pépüdo.6 CO!Ule.!:ipo11cli.erLte6 a. l.o.6 ~ 

.:tJiemo.& cCVLbox.<.1'.o .tCJuni.nal., pe!to .&.i con l.o& péptido& que .6e acvican a la 1r.egi611 run.l-

110 INTX
11 

_39 y NTX 
1 

_39 1, patteee .üuUcaJt que M.ta Jt.egi...611 c.ont.Jú .. buye de manCJta .i.mpoll­

.tiuite al. neeonociJn.le.11.to poJL .C.o.6 a1itieuellpo.6 a11:ti-N·Ox €.ru..tox.-<.na. 

Se a.naUz;o .e.a .6ecuenci.a de u.ta .tOx.ina poJL .int:ÜeM de l~d-'toóob.i.U~ad (Hopp y 

WooM, 19811, e11co11..tltando que la. Jtegi6n mtf.6 lúclto 6-iti.ca, .6 e e11cue1Lt.tia CJi.tJi.e lo.6 anif 

11od.cido& 5 y 19, la que pc.iu,amo& .>ea la md..6 expueL>.to.. { F.ig 24). 

Ve ..Co.& Jte..6u.Uado.& ob.teni.do.& 1 e.n :tltabajo e11· colaboJutc..i.611 con e.e. .taboJt.a.:toJÚo -·1 

riel V,;, Bm_.!611, ~obfle et e6ec-to de e~tC'.5 pé.p:tida.5 en la Llbc..:;,_ac.i.6n de GABA CJ.l .!..i.Hap­

.tollomct.6, .&e obhell.v6 que .tamb.iéa .C.o.6 ex..L'temo.6 m1i.i.no {NTX
1

_9 y NTX 1_20 J a.!J.[ como la 

.tox.ina compf.e.ta {NTX 1_39 J, .6011 1:..o-6 u1U.co-6 que .tiene11 .. acc.{6'n. E.&:to 110.6 hac.e pe1tbM 

-que la. 1tegl6'11 ac..t.i.\Ja. pudieJW.. M.tatt c.e.Jtca del ex.Vr.errio anú.110 • 

.... 

. · 
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vr . PERSPECTIVAS FUTURAS. 

En ba.l.ie a lo.& Jz.el:iu.Undo.6 Cib.tc.11-ldoJ, -OC. lia pen&ado en .6.intcA:..i.zaJt 11uc.vo.6 pépti­

do.6 c.oJVt.v.ipo11-cl.ic.JitU. a .e~ -1tc9.i61t amino .:tcJu11i11a..t de. la Noütu:t.oti11a, pCJto omWe.11do 

.f..o.& ex..t!temo . .& hid1toó6b-lc_o6, paJUt que ~.to.!i pép-Udo6 .!.can .60.C.1lb.f.c.6, !f Ml ILCJJc..lUt -

e&.to-6 c.xpetWne1t-to~, ·atunc.nta11do uno a t1110 fo.6 ami.11oác.i.do.6 IUd-'1.oQ6b-ic.o.& JXVta pódVL 

aplte~aJr. .ta co1ttJr.l.buc.i.6n que M:t.o.6 .tengan ..5oh'Le .ea ac.c..i6n de. .ta .t.o>U.na. 

Tamb.tén .6 e lia pcn.Jado &i..11.t.e,ti..zM nucvoJ p(p.tido.6 qu"c. .tengan un runinoác..ido mo- _ 

d-i.ó.lcado o canib-lado,_ pa/Ul podc/L deU11etui de una 601u11a ma...~ exacta .C.0.& .&-ltio.6 .t6Uc.o.& 

e i~1muno9é1Uco.& •.. A&..C mWmo .tambi.lfJt .6e lia .c.ontCJnp-C,ado ef. ti-00 de. a1t-t:lc.uCJtpo6 moJtoc,C~ 

1utfM .con el objeto de 1te.ali.zaA cn&ayo.& dC. c.ompr..tC.11c.-i.a c.011 .to.6 pép;t,tdo.& -0.{_n.tU.lc.o.6 

a 6-ln de compf.'_c.,tM u .. te e~:tud-<.o. 

Ya .te11-ie~rdo c.MCic..te!Uzada. M.ta. .:tox..ina, .t.e bcpica.Jt,Út c.11 o.bto.6 veneno.&, .totinM_ 

-0eineja1ite& y po.t.:tb.f.CJ11e11;te Je pueda e11co1i.tn.M ·que el. .t.-Lt.io -i.11m101ogl!11 .. (c.o y/o .:t6x.i..co -

..!i e.a anáf.090. [-O.to -0 VLv..i...túa pa .. 'Ul Ll.:t.ud-< oó de e.vo.f.u~611, a..6.i como palla pc.n-OaJL en un -

an..t.Wuvr.o upeú6..i.c.q coit..tlt.a e&.ta 11..eg.(611, que. pud..i.via. -Oc.Jl. e.6ecti.v~ pMa .:toda u11a 6a.-

11lili.t:t de .tox..i11M. 

'Eli.:to-0 ,ri.{.¿1110.6 U:t.flcli..0-0 .6C. p..i.e11..6an 11..ea..l'...izaJt c~n .ea .tox...i.na 11-10 def.. ve.ne.no de S. 
nox..<.ru., ya que. u.ta .tox...i.na ac..tua .&Obll.e. ef.. c.ana.f.. d,e, tJodio· ~. a.ól. óe abMccvúa o:t}¡_a 6~ 

1nWa de .tox .. i.11a&. 

Tciúendo ylt ca.11..a.c..te/¡_,{_zado ef .6.Lt..i.~ .:t6Uc~· d~ :e"ó.ta.6 .:toxi.na..&, u.:to.& pé.p:U,do.& po­

dJt..[a.n td.lli.zaA!lie como l1vuuunic.n .. ta. b.ioqu..ún.ic.a p~ ii..tud.-io de u.:to.& do.6 cana.le.6 M-l 

como en u.tudi.o.& 6.U..iol~g..i.co.&. 

•' . .. ·. ..... 

,,· .. 

·• ¡· 
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SINl'ESIS Dfi.J'EPTIDOS Y SU l'OSIDLE UTILIZACION 
CO~tO.VACUNAS f;'ONTR..\ TOXINAS DE ALACIV\N 

Gcurglua B. Gurrola, 1 Ricardo /lfoli11ar·Rodc, 1 

Alcja11úra D. Zc11tclla 2 y Lo1uival lJ. PossaniJ..2 

1 D<'JJQ1·1Q///f'11lo ~fr /lí11f111:lu ~lokn¡f,¡r, l11I1it11/o lle 
Jiw,.stl¡:f!c/u11c1i· Jlio11u1d!cc.T, UNA.'1, ,u,;xi1:0. /J.I•: 

2Dcpurta11ic11to ch- /Jfot¡11ú11ica. l·'ac11/tad de ,'f!Cdicina, 
UNA,lf, /llé.":iro, D.J·: 

li\'TR.ODUCC/OiV 

f'uc en México que la acciOn fnnnacolócica de los venenos de los ala· 
cr;ines se estudió por primera vez en forma sistemática. El grupo del Dr. lle! 
Poi.o y colaborndores t:n la úCc::u.la de 16s 40 cstudió la·¡¡ct:1rJn de lo!. venenos 
de las alncranes de Duranga (Cc111ruruides s11f{iis11s su¡firsusJ, .de :-,';;i.yarit 
(C. noxfrl.r), de Guenero (C. li111{Jid11s li111pid11s) :¡: de Colima ·(C.I. recoma-. 
llllS), ~obre preparaciones musculares. Se observó el ~on1por1amit'nta Je la· 
contraci::ión 1nuscular y los efectos de fibrilación en rebción con Ja incr\'ación 
periférica y tambitn del sistema nervioso central. (Del Pozo, l 94R;,i, b, 19498 , 
b; Dél Pozo y Anguiano 1946, 1947; Del Pozo-y col., 1944, 1945). 

Cerca de veinte aiios más tarJe Jos primeros d:itos referenteSc ~la com· 
posición y estn1ct11ra de los componentes hio:ictivos de lo<> venenos fueron 
determinados. Asi se vcrificú 1¡uc !;is tuxinas 1luJ \'c11c111i de al.n:1auc~ ~un e.le 
naturaleza po!ipcptí<lica. El :iislamjcnla y caraclcri1.aciún bioqui1nica de 
estos i.:0111panentes se realizó primcran1ente con venenos obtenidos de alacra• 
nes Norte-Africanos de los géneros A11droctom1s, l111tl111s y L1:i11nis (Miranda 
y col., 1970; Roch:it y col., 1979) por un grupo de invcstit:adores franceses. 
1'.tás de una decena de toxinas fueran puriíicadns y c;iracteriladas por estos 
autores. 

De J 962 a 1975 también se reportaron algunas características cstruc· 
turales y fundonalC".:; del alacrán C. sc11lpturat11s Ewing de los desiertos de 
Arizona (USA) y Sonara (Méxh:o) (flattcrson, 1962; \\'att, 1964; Habin y 
cal., 1975). 

l:n la mis1n11 Cpoca ciert11s propiedades del veneno del alacrán Brasi­
leño Tit)•us scrn1latus fueron descritas (f'reire·Maia y f'crrcira, 1961 ; Frcir<:· 
Maia y Diniz, 1970; J:rcire-Maia y col., 1970;Diniz, l'J71, Vital Drasil y col., 
1973). . 

Cerca de treinta ;iiios después del estudio pionera de Del Pozo)' col;i­
borar.lorcs nosotros cmpez:imos el estudio bioquímico de las al:icranes Mexi­
canos. l lemos podido aislar :i ho1nogencid:id varias toxinas dd veneno de 
C. 110.\'ÍllS (Dcnt y col., 1980; Possani y col., 198 la, 1981 d), C./. rccom111111.s 
(I'os.~ani y col., 1980). y C. clega11s (l'ossani }'col., 1978). G;1rcia ( 1976), 
Rochat Y col. (1979), también contribuyeron a e!.te estudio al aislar y deter­
minar In secuencia de toxinas r.ld C. s . .suff11s11s de Duran¡;o. Del alacrán T. 
scrntlat11s también se caracterizaron v:irias toxinas (Possani y col., 1977, 
l981c). 

El veneno de los alacranes Centro Asi<iticos fue cstudi:ido, sobre to· 
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do.por un grupo de investigadores rusos (Zhdanova y col., 1978; Grlshin y 
col., 19~0, 1981y1982). 

?-.tuchos otrOs 3ut.,¡res han contribuido a1 cntendiFtiento de diversos 
aspectos ligados a la bioquímica y íarrn::icolo¡;ía del veneno Y toxinas de 
los alacranes, entre ellos St:ihnke, 1978; Zlotkin y col., 1978; KoppenhOfor Y 
Schmidt, 1968; Narnhashi y col., 1972; Romcy y col., 1976; Cahalan, 1975; 
Gilltspie y col., 1980; Nonncr, 1979; Catterall, 1976; Jover Y col., 1980; 
Okamoto, 1980; Mcvcs y col., 1982; Fontccilla-Camps Y col.~ 198!J; \Vatt Y 
col., 1978; \\':mg y Strichanz, 1983; Kenncth y col., t 982; Ja1mov1ch Y col., 
1982; Norman y col., 1983). 

En la literatura reciente poden1os encontrar por lo menos tres reVisio­
ncs muy ndecuad:is sobre e! asunto: Zlotkin Y col., (1978), Rochat Y col., 
(1979) y Cattcrall (l9SO). 

Los h:tll:!.zgos m:is importantes de estos nutores con rcl:lción a la es­
tructura y función de las toxinns de al::icranes se pueden resumir de la siguien­
te form::1: En venenos de ;:ibc.r::1nes de la familia Bra//idae se h:rn encontr:ido 
dos grupos de toxinas: pi!ptidos con 61 :1 70 aminoácidos (Mir:inda y col., 
1970; Grisltln y col., 1980; Darbon y col., 1982) y péptidos con 36 a 39 ami­
noácidos (Zhdanova y col., 1978; Possani y col., 1982). A~bos grupos de 
toxinas son constituidos por p~ptidos con estruct11r::1 primari::1 semejantes que 
se mantienen 1nuy cotnpact:is desde el punto de \'i~t;_i de e~trul:t~ra terciaria 
por la presencia de 3 a 4 ¡1ucntcs de disulfuro. Existen excepciones a esta 
regla. general (Zlotkin y col., 1982; Laz:uovici y col., 1982). La toxi7idad de 
estos péptidos se ha verificado en m:imiferos (ratones), pollos, chapulines, lar­
vas de ntosca y cochinillas (Zlotkin y col., 1978). Dcpendie_ndo di:l .biocnsayo 
utilizado se han descrito l:l.s llamadas toxinas para mam1feros, insectos o 
crust:iccos (Rathmaycr y col,, 1978). Entre !:is principaks funciones afecta­
das por e;tas toxinas cst~ el bloqueo del canal de sodio (Catterall, 1980) Y 
potasio (Carbone y col., 1982, 1983), ns[ como cambios en Ja dnt:tica de 
cierre de los canales (Nonncr, 1979). Se puede afirmar que de mailera general 
la acción de las toxinas se efectúan nivel de canales iOnlcos de 111cn1branas 
i:xcitablcs, También se ha visto un efecto de pegado a sinapsis del sistema 
nervioso central (Cárabcz y Possani, 1982). 

Desde un punto de vista antropocCntrico i'o lmponantc es que debido 
a la presencia de estos polJpé:ptidos tóxicos en los ,·encnos de los alacranes. 
mueren muchas personas :inualmcntc en el mundo (Balozct, 1971 ). Los 
trabajos dc Dravo-llcchcrellc y Mazotti ( 1961) y Lópcz-Acuiia Y Alagún 
( 1979) indican 1¡uc en MC:-.ico cerca de 700 a SOO personas mueren anual· 
mente vktimadas por la picadura de alacr:in. Esta .:ifra e~ baja cu:indo consi· 
de ramos que m:is de 100 000 personns son picadas en Méxko por aiio (Mon­
ro~·-Velasco, ·1961 ), El u~o tic! suero de cab;illo dirif!illo l.'11 contra del vcnl.'no 
de alacranes es un:i de !;is caus;is que ayudu a abatir cl'númcro tic muertos es· 
1~cdaln11:11te e·ntre los nii1os de O rt 1 O afios de cd:lll, faja Clilria do;1de se sitUan 
más del 901J/u de Jos c:isos 1.k ntucrtc en nuestro i'ais. 

Sin embar1~0 los pr~blem;is de di.~tribucióú o de aplkadór\ Je! suero 
l'll los momento$ oportunos hace la cifra Je cientos Je nu1~·r1os dc111asi:Hla 
c:J.::~·.iJ;1 para di:Jar de ¡ircuc.uf)'.1rr1us Je:.Je u1t punto de usta Je: qlu.lc11üulot,i·.1 
y d.: salud ¡1ública. En r..:aliúa1l, t:I escorpionis111..:i cn ..:kn.i:> rc1:iones de :-.!é­
xi.:u ll<!}!:I .!! ocupar el 11rimer h11~ar de cnusa d.: l:onsult:t m.:,\ic:i (murhi\i,l:td) 
par:i al1~1111:is :irl!as end.:mk:is tld l'ais (cjcm¡,lo: cierr.:is urnnidpiost!c'I Est:nlo 
,t.- liuerri.>ro, Mordos o Sur de l'uebl:i. (Lópe1. Acui1a y Ala1:ón, 1979). 

De est;i form:1 1¡1~cúa plenamente justificada la l>ús.111el1:1 1h: lllll'\'US 
f;irmacos que p11c1lan :1)'111lar en la solución dd probkma 1.ld escorpi1.1nis111u 

-·--
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en nuestro medio. Una de las ideas inicialmente propuestas fue el uso del tra· 
tnmicnto químico del veneno de alacranes con la finalidad de obtención de 
una anatoxina nntl·alacrán, que pudiera fungir como vacuna. Los resultados 
obtenidos por polimerización del extracto de tclsons con glutaraldehido 
demostraron la posibilidad y la eficacia de tal tratamiento, por lo menos en 
animales cxperimcntnlcs de laboratorio (Possani y col., J 981 b). No obstante 
debido al gran número de dosis necesarias (cerca de 13 millones para todaS 
las regiones de alacranes peligrosos) para proteger n los nifios afectados del 
P::1ís, se pens6 en una segunda alternativa: la síntesis de péptidos con misma 
secuencia de antinoácidos que l:ls toxinas, pero no tóxicos, que pudieran ser 
utilizados como vacuna. El mé1odo de síntesis de péptldos en fase s6Udn 
desarrollado por el Profesor Merrifield de In Universidad Rockefellcr (ver 
~faterinl y Métodos) se ha mostrado altamente satisfactorio en este sentido. 
En realidad, esta idea no es novedosa, varios péptidos correspondientes n 
toxinas de bacterias Y a proteínas de virus ya fueron sintetizados con Ja fina­
lidad de usarlos como vacunas (Sel.a, 1983; Lcach, 1983: t.faurer y coL, 
1983 y Lcrncr, 1983). 

Lo. finalidad de este capitulo es describir et nislnmiento y cnraeteri· 
zación de algunas toxinas de alacranes, seguido de una exposición sobre el 
método de síntesis de péptidos en. !ase.sólida.~ Prr::.tendemos después mcn· 

. clonar los p~ptidos ya sinte'tiz::1dos.tcn fmes de obtehción de '\i.actlrias ·ex pe· 
. ñmehtales Y. 1ncncionar doS. ejcmpioo cspccífiéos ·de pc¡:i(idós· de tóx.inas · 
.- de nlacrán que hemos sintetiza.do con el mismo obJeto., .. 
•'IATERJAL Y fl/ETODOS 

PUIUFJCACION DE LAS TOXINAS DEl VENENO DE ALACRA,V 

a. Obtención de veneno 
Los venenos de los· alacranes 1ncxlcanos estudfados por nosotros se 

obtienen de ejen1plares vivos por estimulación eléctrica del telson. El ve­
neno generalmente se recupera en agua bidcstil::lda y se centrifuga por 1 S mln. 
a 10,000 x g (Sorval, rotor SS-34) eliminándose el precipilac!o. El sobrena­
dan te es liofilizado y se guarda a -20°C hasta su uso. 

b • . Bioensayo 
Lo. prese'ncia de las diferentes fracciones tóxicas o de las toxlnns puri· 

fic::1diis se sigue por inyección intraperitoneal en ratones albinos de 18 a 20 
gramos. Los principales síntomas de intoxicación observados son: excitabi· 
lidad, sialorren, disnea, cianosis, par:ilisis de Jos n1ien1bros iftfcrlotcs, diarrea y 
muerte por paro respiratoriQ o c:udiaco. Las dosis let:lles medias (DUo)se 
determina.n usualmente en 10 u 12 grupos de JO ratones cada uno, a los 
cuales se 111ycctan dosis crecientes de veneno o fracción tóxica. Un.a gráfica 
del porcentaje de rnuerte versus el lo¡;arit:uo ~e la concentración del veneno 
permite la determinación dd punto 111.:Jio d~ la gr:ír1.:a (DLso). 

c. Sc11aración cromnti•gráfkn dt>. fnr rr>.,.i,r<!r 
. ~ cstrategfo de purifi\!'ación que se ha seguido involui..-ra primcrnmen­

tc filtrac16n en columna tk Scphadcx G-50 (Pharmacia p¡nc Chemlcals, 
Upp~:ila, Suecia) en amorth:uadures dl! a.:i:tato di: :imonio 20 111M, pll 4.7, 
se¡;u.uJo de column:is de intercambio iónko en rcsin.as del tipo de la carboxi­
lllctilc~lulosa (CM-32, \Vhatman Juc., Clifton, New Jersey, USA) o Dio-Rcx 
70 (D1ollad L.aboralories, Rock\illc Ci:nt~r. New York, USA) (Possani y 
c111,, 198la, e, d), 
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. ' '• 
Usualmente un segundo o tercer paso cromatosráfico en las n1ismn.s re­

sin:i.s de intercambio i6nico se requiere para la obtención de las toxinas en 
fonna homciiénca Los d:itos técnicos csoccificos de estas cromatoirrnfíns 
se describen en los" pies de fisuras (ver Resultados y Discusión) Y se encuen­
tran tambh!n descritos en las publicaciones orisinalc's (Possani y col., 1977, 
1978, 1980, 1981.i, b, e, d). La clirninación de las salcs_provcnie~tcs de Jos 
gradientes de fuerza iónica apllc~dos a las columnas de mtcrca1nb10 se h:ice 
por di:Uisis en n1e1nbr:in:t.'> de poro controlado (3M, Spcctrapor, Spcctrum Mc­
dical Industries Los J\ngclcs, Ca., USA). ·l..:!. pureza de '3s toxinas se obscr­
v:i de rutina po; electroforesis en geles de poliacrilamida a pH ácido, de aeuer­
do a la técnica descrita por Rcisfeld y co,l. (1962). Otro criterio ind~pc.~dicn­
tc de pureza de las toxinas se basa en las resultados de la secucnc1.:1.c1on de 
aminoácidos de las car.lenas polipeptídic:is, por el 1nétodo que se describirá 
más at!dantc. 

CtRACTEIUZACIOsV QUI.\f/CA DE LAS TO,\"hVAS 

a. Antilúi.t dt: .1llnlnoticido.I 
Las toxinas hamo~éneas son hldroliz:idas en :ícido clorhídrico 6N 

l IOºC por tiempos variad~s (24, 48, 72 y 96 horas) o en prcsenci:i de :Ícido 
mctanosulfónico Je acucrJo a las técnicas de Moorc y Slcin ( 1963) ·y Llu y 
Chan¡: (1971), y' los aminoácidos resultantes se.separ:in y cuantifican en un 
analizador :mton1:ilico Durruin D·SOO (Possani Y col., 1977). 

b, Deterrrtf1111ción dt! Ja secuencia de aminoácidos de las 10.Titias 
Para Ja dctcrn1inaci6n de la c~tructura primaria de las toxinas horno· 

géncas Primeramente se reduce y alquila la cadena polipcptidica con reducto· 
res como el bct:;i-mcrcaptoctmtol o diliotrcitol y se bloquean los grupo!> sul­
fidrilos con iodoacético ó '.!·vinilpirhlilo (l'ossani y col., l 98la, c), Para la 
obtención de la s..:cuencia con1pkta de 'an1inoácidos .de las toxinas es nccesa· 
ria casi siempre ro1nper la cad..:na en péptidos menores y separarlos cro1nato· 
gr.áfic:i.n1cntc (llabin y col. 197 5). Esto se. obtiene en l:i m:iyorí::I. de las veces 
por truramiento cnziin\itic~ con enzimas hidroliticas de especificidad .de! tipo 
·peplid:ísico, co1110 la prateinasa V.S de S1apli.ylococc111 J11rc11s, tnps111a y 
ca.rboxipeplid:;isa Y (ltoch:.t y col., 1979, l'ossaru Y cul., ,l 9S2). 

Tanio la región N·t..:rn1inal de la secuencia de a1;üno:icidos coino la 
sccuencb de los pi!ptidos intermedios ú.c las toxinas se d<'t~nninan automáti­
camente por h. rcac.::ión de· Edman (Edman y B<:~t~. 19a7) en un aparato 
Dcckman modelo 890 C. Los aminoácidos derivados que so: obth:ncn del se· 
cucnci:odor automático se idcntifican por cromatografía líquida di:: alta pre· 
slón (npanto Jlewlctt l'ackard), por cromutosr:ifía en capa fina, por conteo 
de r:idioactlvid::u.! Cn el caso de an1i.noácidos deri'latizados con rcai;tiVQS con· 
teniendo r:idioisútopos, o finalmente por an5lisis de aminoácidos (Durru1!1 
D·500} de los fcniltioh!dantoina-amino:ícidos hidroLizados con ;icido iotlhidn· 
..:o (l'ossani )' col., 1977, 198 I a, e). 

e, Rcc..criros . 
Todos los rc::ictivos utilfaados en estos experimentos son tk calhlnd de 

:tltishna purez:a y se ohtknen de l:is compaili;is como Pil·rcc Chemicnl Co., 
Bcck111:m lnstrum..:nts y otras intlicad:is en los trabajos orii,:inalcs (l'l1ss:tni Y 
col., 1977, 1981a,c). 

,---
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CARACTERIZA CJON FUNCIONAL DE LAS TOXINAS 

Hasta el momento hemos utilizado tres métodos diferentes para veri~ 
ficar el mecanismo rno1ecular del sitio de acción de las toxin:is purificadas 
del veneno de alacranes. 

Los datos müs significativos se obtuvieron utilizando c;;,n10 bioens:iyo 
membranas del nxon ¡;igante de c:tlamares (Lo/Jgo vu/garis) mantenidas en 
voltaje-sostenido, de acuerdo a la técnica descrita por C:irbonc y col., (1982). 

La utilización de Ja microscopía electrónicn de cortes del cerebro de 
r:itas trnt:idas con toxina y anticuerpos especificas marcados con ferrltina fue 
importante en los exp..:rin1cntos de localiznci6n tisular del sitio de acción de 
las loxinns del veneno de C. 11o:cl11s (Cátabez y Possani, 1982). 

Finalmente algunos experimentos iniciales de captación de neurotrans­
misores químicos marcados rndloactivamente, por sinaptoso1na.s de cerebro de 
ratones también se realizaron p:ira verificar el mecanismo de acción de ciertos 
venenos (Colomcr y col., 1978), :. 

· ... ' .·' ,, 

S/sVTESIS DE l'EPTIDOS E1V FASE SOiJDA 

Como uno de los objetivos principales de este capítulo es describir 
In obtención _de nuevos fármacos (péptidos bioactivos) por síntesis quíndca 
dedicaremos 1n;is tien1po y espacio a la prcscntaci6n del método y n la discu: 
sión de algunos datos t~cnicos correspondientes, 

En la Figura 1 se visualiza el esquema general del método y en la figu­
ra 2 se presenta la forntulaci6n quimica de los eventos importan1es de la 
síntesis, según la describe Mcrrificld (1963). · 

.°Fl.gur:i l. ~SQUEMA DEL METODO DE 
!il:-l'ITSIS DI:: PEPTIDOS EN FASE SO· 
LIDA 

En el primer (1) p.lW el 1opo11c Wlido, 
rcsin;i (ll) :ictivld:id (A). es pucst:i :1 rcac· 
donar <:un el primer :iminoácido (l) rcprc· 
i.c11tado 11or un cuadr:ido, La 11rcs.!nd:i de 
bloqueadores específicos de l:J ~Jcna ll· 
tcral del aminoácido se rcprcscnt:i 11or G 
Y el ¡:rupo :ilf:i:unlno estñ ¡irotrsldo 1101 un 
¡;rupo UOC(X). En el paso 2 la rcsln:i c¡ue 
ya con1icn1.? el primer :imlno~ddo, previa 
hbcración de X (i.lcsprolecci011). es pucsl;i a 
rc:iccioror 0011 un si:;:undu :imino;iddo ('2) 
1cp1cscnt:i;fo por un lli:Ín¡:ulo. De b niii· 
111:.& forma se procede al ;ico¡1bmknto du 1111 
tcr..:er :in1ino:icillo (3, ..:ircuhi) y de ku 
\~liS<:cucnlcs n :iml11.1.ici1h)s 1lcs.,•;11Jos (u:c· 
l~nt:ulo). Al final el 11¿1uido cs lihcr:.u.lo 
pur rca,·duncs 11uc Chminan los ¡:rupu:o; pro·. 
lci.:torl'S y rnmro:11 al 111b1110 tkmp•l d cu· 
l.u:c l'un o:I sopurlc Mllhlu. 

i 
G 

R]>--A + dJ-x 
l. llnlna.cllvlld• • Ptlm1r1111lncJcL:IJblaqu1.iJa 

G 

RD-ci:i-X +*X 
G 

?. ilr1l111 t~ rl • Seo¡un:o amln~tk!o 
primer amln:•k!do ~olll~1m11111 prCll,.,ldc 

G G . 

R~X ... 
G 
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ACOIUM lllr.0 CU. '111M!R AM lllOACIOO 

O R, 1¡1 ~ ~ 
R O\-c1+""0--C-~-N-c-o-c¡-.cH¡ 

• H CHs . 

Ctoro10o\11 rnfN 1 IOC·Amlnokklo 

11 1 ' 11 1 ])-o-
O R.¡ H O· CHs 

R aiz-o-c-r-N-C-O-r-CH· 
H CH, 

lluln1~cJ1 .. ..illllkldo 

Dts~ioncc10.~ Y 
'.tUIAAllZ/..CIOtf 

>.COl'tA.'Al[NIOS 

ITA ·C1«ursd1111tlllflllltIA 

011111\el 

BOC•Alfllno.l,l~oi 

OR.~~~~?,~l¡iO c¡-i1 

R r\.__0\-0-l!-C-tt-C-C-N-C-C-N-~-o-C-CHs 
.._,- 1 1 1 t 

H H H CH1 

RUl'T\';'J. 1 " 

F~ura 2. ESQUEMA CENTRAL DE LAS REACCIONES QUJMICAS QUE OCURREN· 
I:N EL METODO DE SINTESIS DI~ l'El'TIDOS ' . 

Al :icopbm.icr1to di:l primer :uninoácido, como c1t:i indk;ulo en b fi¡;ura, se '4:tic el 
p;uQ de dcsprotccdón con triíluor:icCtico [ff'A) en cloruro de mclilcno y la ncutr::ill· 
z.:&C'iÓn ron trietil;i.mina (TEA). El :icopbmicnto del si¡:.uicntc amino:icido !<!hace con l:.i 
ayuda de cic]olu.:xil~'":lrbodiimida (DCCJ. los das f'JWS antcrior.:s s~ repiten de forma 
cfrlica para c.ada nueva aminoácido de b l<!cucnci:i, Al término lk Li síntesis la ruptura 
del péplido del suporte sUlido )' b. n:ruociOn de tudos los ¡;rup:i111cn1us pru1ec1arcs de 
l•JS r:idk:it.:1 btcralcs de 101 :1111inoácidos SI:' hace con cid.lo tluurhidtko (llF). 

L:i prc'misa fundarnental de la síntesis de péplidos en fase sólida es, 
,que los aminoácidos se pueden ensamblar en un péptido en l:l sccucncin 
di:seada mientras la cadena Polipcptídica está ancl:l\Ja en un soporti;, insoluble. 
Dcspuo!s lle que la secuencia dcseacl:i ha sido ~intt•tiz;id:i ~,. pue1h.· romper la 
cadena del soporte y liberar el p.!ptido en soluciUn. · 

El soporte sólido es un polímero sinto!ti.:'o que tkn..- grupos químicos 
reactivos •. · listos grupos se hacen reaccionar con· el 'yupo carbo:<ilo de un 
an1inoácido de tal Jll~ncra que forma un enlace covalcntc al 11olimcro. Dur:in· 
te este {l3SO el grupo amino del aminoácido está prote~Jo lle 111odo que no 
puede reaccionar con el P?IÍmcro. 

SINTESIS DE PEPTIDOS Y SU POSIBLE U1:°1LiZACION ,. 
. 1 

El grupo protector se remueve selectivamente sin dMar el enlace del 
aminoácido al soporte. Después de quitar el grupo protector, un segUndo 
nminoá.cido _ N-protegido, se hace renccionar con el grupo nmino expuesto 
del primer aminoácido formando así el primer enlace peptidico. 

Repitiendo estos dos pasos de desprotecci6n y acoplnmiento usando 
cadn vez el aminoácido N·protegido apropiado, la secuencia deseada del pép· 
tido se cns11mbln al polímero. Al final de la síntesis, se aplica un reactivo 
que específicamente rompe la unión del primer aminoácido al polímero (se· 
neralmcnte es un enlace tipo éster que se rompe con tratnmlento ácido en 
condiciones drásticas), sin afectar Jos enlaces pepUdicos, qucdll!ldo el pépti· 
do libre en solución. 

Las técnicas de fase sólida tienen ciertas ventajas sobre los métodos 
en solucl6n, primero los péptidos unidos al soporte insoluble se pueden 
separnr de los reactivos solubles y los productos colaterales simptcmentc 
por lavndos repelidos del soporte sólido, los reactivos solubles pueden usarse 
en exceso para forzar a que la reacció~ sea completa y obtener un mejor 
rcnd!Jniento. La síntesis en si es más rápid;i ya que tod¡u; las rencciones se 
llevan a cabo en el mismo vaso de rc;:icción, evitand13 repetidas transferencias 
de Jos "intermedinrios y pérdidas d.el material. TodaS·Jas"ieaccioncs involucra­
das en el crecimiento de la cadena pep'tídica pueden realizarse automática-
mente. · 

, El lector interesado podrá consultar las rev1S1ones publico.das por 
'Stewart y Young, 1968; Erickson y :t.ferrifield, 1976; Darany Y Merrificld, 

1980. 

S!NTES!S DE PEPT!DOS CORRESPONDIENTES A TOXINAS DE 
ALACRANES A/EX/CANOS. 

Los péptidos correspondientes n Ja secuencin N·terminal (treonina-1 
a serina-9) de la Noxiustoxina, y el correspondiente a Ja secuencia N•termi­
nal de la toxina 11-9.2.2 (Lisina-1 a Treonlna-10) del veneno del alacrán 
mexicano C. 11oxl11s se sintetizaron de acuerdo al n1étodo descrito por Merri· 
field. 

Se usó cloro-n1ctil·resinn de Bio·Rnd Luboratories, y DOC·nmlno 
ácidos de Península Labor;ilories, Inc, (San Carlos, Ca. U.S.A.). (Tabl3 
No. 1). 

La síntesis se lleva a cabo a partir del aminoácido de posición C·terml­
nal (I;i sintesis se realiza de carboxilo a amino). 

Cuatro millmolcs (nunol) del primer' amino ácido Boc--Ser (Dz.1) 
Para la Noxiustoxina y Doc·Tre(llzl) para l:l toxina 11-9.2.2, se disolvieron en 
aproxin1a1famcnte 2 mi de metano! y se 3.1\adieron 2 mmol de carbonato de 
cesio disueltos en 0.3 mi lle :igua. Se concentró en rotavapor y se eliminó 
d agua con tolueno (3 veces aprox. S ntl catla vez) y con •:loroformo (5 
'oeces, aproxin1adamente S mi c;ida vez). El producto se dejó en el desecador 
12 horas. 

• Est:a sal de ceslo del :uninoácido, si: disolvió en B ml de dimetilforma-
m1da (DMF) (J.T. ll;ikcr). De éstos se 10111;1ron '2 mi (aprox. 1 n1mol) Y 
se a~adió a un vial con l ¡; de Cl·rnetil·r~sina (0.67 1neq/g) suspendida en Cl 
mfn1mo de volumen de lJMF (aprox. 4 mi). Se dejó en b;itio de agua a 
SO"C por J 7 horas. 
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._.,. 
B-Alc (TOS) ....... 
Boo-Alp (ODZL) 

D<>c<y1 (Olc-DZL) 

''""'"' 
0<>«;111 (QDZL) 

D<><>tl<",tnH20 

B<><>l.:u. u1o 

' , • • DOC"-Ly1 (0-Z) 

llv.>Ser (IJZL) 

ll"""Thr (DZL~ 

D"''"T•p 

l;Jc.T1p(Cll0) 

l!<JC-!Us rros1 

TADLA 1 

N-l•1bu1Ua>.luilxmU·allnin1 

N-1abullJoJÚca1bonil·N-ptoluen1ulfonlJ.u¡:inlna 

N·!llbulilo~ bonU0 01p¡10cJno 

l'.:·tcib111ilodutbonil·O-t.cnoll uputl<o 

N•tc1bulilo,icubonO-S-4·m•til·bcntil-<:ht<b1• 

N-mbu u!Oil<"a.cbonil·¡Jur..min.1 

N·l•1butilo•le&.1bonil-O.""neil·Jlut.Aml<o 

N·lo1butilp•l<::ubunll:'1Jrln1 

N·101buulalll.-..,bonll-lcu,·in1 

N·1<1b111ll<>•k.ubu:-U·Ndoro bmt!I a•lmbonll·Ualn. 

N·te1butil<>•k:ubonll-motlonln1 

N·tc1bu1Uo•lurbonU.f<nil1!.onl~ • 
N·tc1W1Uu•lblbonil·prol!n1 

N•1c1bu1iloda.1bonil·N·íorniil•ldplof>Zlo 

N·l•1butil<>Alca.rl><l:til -O-l.6-<=lu•""""' ·,¡ lilolin;a 

N-101bu1ila1Je.arlmnil·••l:n1 

N·l<'lbutil<>•k•1b.,.,..il·N-l·l<>!uon1uLfon~·h111JJln.t 

La resina se pasó a un vaso de reacción y se lavó con cloruro de mcti· 
leno 5 veces (aproxinl:ldamentc 10 mi ~da vez). . 

El resto de la sal de cesio del an1inoicido (aprox. 3 mmol) cñ 6 mi de 
O:..IF, se mezclaron con l:i resina y .se dejaron en agitación por 48 horas a ten1-
peratura ambiente. 

La resina se lavó: 2 veces con 01..fF, una vez con D"fF-lhO (9:1) 
I?~fF, DMF-<:tnnol ( 1: l ), cloruro d~ mctih:no, isopropanol, r:Ioruro de me: 
tileno. 

Sr- tomó una muestra (::?.5 mg para la rcsU1a con Doc•S.:r J .95 mg para 
la resina con Doc-Tre), para análisis de arnino:ícidos en el :ul:lli'zador Durru111 
D-500. ' 

S.: obtuvo 0.1 11111101 e.Je scrina por gr:1mo ~e rcsin:i y 0.22 mmol e.Je 
lrconina por grarno de resina. 
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La dcsprotección del Doc-aminoácido se realizó con 10 mi de ácido 
trifluoroacético (TFA) (Pierce Chemlcal Co.) n1 50º/o en cloruro de mctileno 
se J:ivó después S veces con cloruro tic metileno (5 mi). Se ncutrnlizó cori 
trietilamina (TEA) ni 5°/o tnmbii!n en cloruro de metilcno. 

El siguiente Doc-aminoácitlo (0.3 mmol para Ja Noxiustoxina y 0.66 
mmol par:i la toxina 11-9.2.2) disuelto en aproximadamente 1 ml de cloruro 
de metilcno· se a¡;rcgó junto con diciclohexilcarbodümida (DCC) de Aldrich 
Chemlcal Co. N. Jersey USA, (0.3 mmol para Noxiustoxina y 0.66 mmol 
p:ira la toxina II-9.2.2) como agente acoplantc. Se :i.justó el volumen con clo-­
ruro de mctilcno a :i.proximadamentc 5 mi. 

La reacción se dejó en ngitación a temperatura ambi~ntc por 2 horas. 

Se lavó Ja resina con cloruro de metileno S veces, !con isopropanol 2 
veces, cloruro de mctilcno 2 veces, isopropanol 2 \'Cces y cloruro de metileno 
5 veCes. · 

Un ciclo comprende desde.Ja ncutra.lización hasta el último lavado. 

.. Después de cada cicli;;i se c.ontroló 
0

la rcacci6n" •. por cuanU!icaci6n de 
grupos amino libres por reacción corl<"ninhidrina (S:i.ri.n y col., 198.J). Si aún 
existían grupos tunlnos libres se realizaba un nuevo ciclo en las ntl.smas con· 
dicloncs. Cuando ni llegar h:istn un tercer ciclo nún existiera grupos nminos 
libres entonces se procedía a acetil:ir la resina para bloquear estos grupos. 
Se sigue el 111ismo procedin1iento para los siguientes amlnoacldos a pllrf.ir de la 
desprotección. 

· Una vez completada la se..:uencia se procedió a la separación de Jos 
pépUdos tic la resina, us:ida como soporte sólido. La resina se pasó a un va.so 
de re:icción y se agregó 1 ml de aniso! (J .T. Dn.ker) para evit:ir d;ulos a los 
aminoácidos tirosina, clsteina y n1etionlna y se dejó reaccionar con ácido 
íluorhidrico (llF) a OºC en a¡µtación, en un aparato Península, modelo es· 
tindor. Después de 45 minutos se evaporó el iicido fluorhídrico. Al final 
lid ciclo de desprotccclón so pasó 1:1 resina a un embudo y se extrajo el ani· 
sal con éter etílico. Los péptidos que son generalmente insolubles en éter 
se extraen en ácido acético del 2 al 10º/o dependiendo de la hJtlrofoblcidad 
del péptido. En nuestro caso se extrl!jo con 100 ml de ácido acético nl 3º/o y 
se agre~ó un cquiv3Jcntc tic agente reductor (ditiotrcitol) por cada cistcina 
de péptido. 

El ácido se evaporó en un rotavapor (Dllcbi) y los péptidos se liofi­
lizaron. Se hizo análisis de· aminoácidos de los péptidos, y se aplicó una 
pequelia muestra en el cro11u:1.tógr:úo líquido de a.!t:i presión para verificar 
el cst~do de pureza de los péptidos obtenidos. Los datos tle análisis y recu· 
perac1oncs respectivos están mcncionallo:i adelante (ver Resultados y ·Dis· 
cusión). 

l'RVTOCOLO DE JS,1/UNIZA CI01V 

. Cuu.siderando 1¡uc 'los dos p,:ptido.s :sintéticos correspondientes a las. 
lo:onas tic alacr:inl'S que obtu,;mos ::on rcl:uivainenlc pcqueñosjuzcan1os quc 
p:ira la finalitl:id de obtención de una va..:un:i no seria uhsolulamente neCesa­
riu dedicar 1nucho csh1cn..o :i la purifica.:ión Llcl pCpliJo sintético que tuviera 
exactamente In sccuen..:ia c.Jcsc:1da (ver H.:suila<los y Discusión). Por esta ra• 
zón y co1110 se lrat:ib:t Je un primer e'.'l:Jh.0 ri1111!nlo cn l'!lll! sentido, uUlizamos 
los pCptidos tal como se oh1icnc11 1ll'I rompcllor de ¡1ép!itlas, pnr:i l:i inmuni-
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z.aci6n de los animales de laboratorio (ratones). 

Los péptidos se pollmcrizaron con g.lutaraldehído. A una solución de 
4 mg de péptido por ml se le :igrcgó poco a poco una soluci6n de 0.'25º/o de 
&lutar:1.lclehido y se :igitó la mezcla a temperatura ambiente por !'1 horas, 

Los polímeros de. los péptidos se ho1noccnizaron con adyuvante com­
pleto de Freund (Difco Labor:itorics, Dctroit, Michican, USA) y se inyectaron 
a grupos de 6 ratones albinos hembras de la cepa UALB/b, de acui:rdo al si­
guiente esquema: En b pri1ncra inyección de in1nunización, se aplica.ron 
100 µg dc péptido por vía subcutánea en dos puntos subadyaccntcs del 
lomo del ratón. 

L3 segunda inyección se realizó a los 8 días; pero ahora se inyectaron 
200 µg de péptido. ~s ~iguientcs dos inmunizaciones (tres y cualro sema­
nas) se llevaron :i cabo con :idyuvantc incon1pleto. 

Los :animales recibieron dos nuevas inycCciones (seis y ocho sema­
nas) pero ahor:i sin adyuvante. 

Se tomaron muestras de suero a las 4, 6 y ~ scnianas después de 
la primera inyección. 

Los sueros obtenidos están siendo analizados en el l:!.boratorio por 
técnicas de inmunodifusión y por hemaglutinación. También serán verifi­
c.:idos con relación a su poder ncutralizantc "i11 vitro" y dependiendo de 
los resultados los ratones in1nunizados serán desafiados "in vfro", con las 
toxinas corrcspondientes. 

RESULTADOS Y DISCUS/01\' 

Purificación)' Caracteri:aciiJ11 úe Toxi11as del Ve11e11u de Alacra11es 

Gran parte de los hallazgos encontrados durante la purificaci{>n de 
las toxinas dc los alacranes tnexicanos ya fueron publicados (Dent y col., 
1980; Possani y col., 1978, 1980, 198 la, d, 1982). '. . . 

Por esta razón en la Figura 3 nos limitnmos n d'J..r un ejemplo de los 
po:.!rfiles cromator;r.ificos obtenidos en la purificación dC las-toxinas 11·9.2.2 
Y 11-11 (No;dustoxina) del vcncno de C. ttoxius. Parte' de los datos de secuen­
cia de estas dos toxinas fueron utilizados para ln síntesis de péptidos, como 
se discutirá mis adelante. 

En In Fig. Ja se presentan los rcs'ultados de filtraci6n en gcl de Scpha­
dex G-50 del veneno de C. 11oxiu~. Solamente la fracción JI rue tóxica a ma­
míferos. Cabe recordar que el veneno di: C. '110.\·fui es el m:is potente de los 
venenos estudiados por nosotros hasta el 1nomento; su DL50 en ratones al­
binos Cs•dCI orden de S µ.g/20 eramos de pcso de ratón (Dent y col., 1980), 
'La fracción 11 fue s.omcthla a una columna di: CM-celulosa en amorti~uador 
dt! oicetato de amonio :?O 111M, pll 4.7 y cluida con un tttadicntc salino de 
don1ro de sodio (Fi~~. Jb). De Jos l·l componente:; obtenidos, la:; fr~c.:ionc~ 
Jl-8 a 11-14 fueron tóxicas n ratones, 1nicn1ras que la fracción II-5 y 11·6 fue· 
ron tóxicas a crustáceos (acocilt.:1: y can~rcjos)' (Possani y col., 1981 a). 

La fracción II-9, couiponcnte mayo~ del veneno, d<.'spués de dializar, 
fue recromatografiado en una columna de C~t-celulosa en un ~istcma seme­
jante a la Fig. Jb (l'ossani y col., 1981 a). 

SINTESIS DE rl~l'TJDOS y su rOSIDLg UTILIZACION 4S 

La separación obtenida fue relativamente pobre por lo que se junta­
ron los co1nponcntcs tóxiéos II-9.2 y II-9.3 bajo la denominacitln de frac­
ción 11·9.2 y se aplicaron 11. una columna de Dio-Rex 70 como originalmente · 
se describió (Possani y col., l 98ld), resultando el perfil cromatogrifico mos­
trado en la Fig. Je. El componente 11·9.2.2 se comport6 de forma homogé­
nea en el sistema elcctroforético de Rcisfeld y col. (1962) y fue utilizado 
para análisis de aminoácidos y determinación de cstructuru primaria (Possani 
y col., 198ta·, 1982). El peso n1olecula.r de esta toxina.fue calculado en 
7,371. Su composición scvela la pre!;cncia de 65 amlno:icidos con 4 puentes 
disulfuros. 

" 
, 

' 
"~ 

.r r • 
~ " 

<- .. " .. 
"' .!. " • 
00 ' ~··~ .. • .. " .,, .... """ '"" 

YOll/llElf fil ' 1 1 YOl//11/lf /..,1 ..... 
' • -· 

Figura 3. SEPARACIONl~S CRO!.!ATOGRAFICAS DEL VENENO Dl::L ALACRAN 
C. noxlw: 
A) Column::i de Seph::idcx G-50 (2.9 x 1.70 cm) a \:1 cu:iJ sc ;iplicaron 500 1111!- (6.3 mi) 

de veneno soluble. L::i column:! íuc cluída con ::imortfo.uador de accbto de amonio 
20 mM, pll 4.7 a una 'IClocid::id de 60 mi/In (tubos de iO mi). Ttcs íracdoncs (1-111) 
correspondiente~ ::i 17º/o, 63º/o y 20º/o rcip.:l·tivamt!nle íucro11 colect:u.la\. L::i íra.:· 
ciún 11 (tóxica) íuc rel"rom::ilopafjad::i, comu se imJic-.1 ab;iJo: . 

U) Colum11a de Carboxlmclilcdu\cis:i (0.9 x 27 cm). S•• ::iphcaron 95 m:: 1te ír.iccl,in 
11 en el mismo amorti¡;u:idur ti•• (A), y f.i dudón se hi1.o con un ¡!.radlcnte linear J.• 
dunuo de sodio de O a O.S M (240 mi .:n c::iJa re~ervorio). Fru.:cion.:s th.· 2.4 mi 
fueron culcctad;u a una 'lduciJad dc 20 ml/hr. !>e oblll'lieron 14 ítaei:loncs, d.: 
las cuales Ja 8 a la 14 son 10xicas a mamífrrus )' J¡¡ Ci es tóidca a crtul;kcu~. El com· 
ponente 9 (11·9) ruc rec10111atot:raíi:idn en l::is 1nisr11as condiciones de la li;:. 11. D.:bi· 
do a falta de resoluciOn en Ja sct:unJa culumna de l:"J1ho:d1nctikel11losa el material 
túxieo se ju11tñ \.l:ijo la denon1in;ición tic eu111po11enlL' 11·9.2. L.·'=car;:.atlo del 111;1h.·· 
ria!: G = luiciu del pat.licntc: W = l:i.'lado 0:•'11 1 M de NaCI. i. 

tl Cro1naloj!raíia del L'nmrmncntc ll·'J.2 en una columna (0.9 x 9.J cm) tic llio·RCA 711. 
Un tot:1l de :?2.fi m¡,? ,1c pruc.:ina en 75 111! .IL• solución se aplicó a 1:1L'Olumna11uc ruc 
eluítla con un i:_rndicnte Hu•·al de acelah.1 J,• amonio. pll 6.5, de O.O'J M a O.S M (200 
mi de umorli¡.:uaJur cu c:iJa bJo dcl ¡;r.1Ji,•nt..'). L:i vdo.:idad Je ílu]u íue de 24 mi/ 
hr y se culcctaron fracci•lll\"1' d.: 2.2 mi ,•;1J;1 1111:1. FI •·muponcnte 11·9.2.2 IC 111us1u1 

humu¡.:Cneu por ¡!.d clcctrufun.·~is en el ~i~h·m.1 Je ltcbl'dJ { 1962). 
U) C1u111a1u;:rnlfo del cu11111011•·n1c 11·11 J.: lJ ti;:ura 11 cu cJ1l1u.,imctikcluhua. A 1.11!.1 

columna (0.9 x :?7 cm) ~L· :r.p!icarou H.:? º'f J••I co111ru11L·n1e 11·1 I (U) en p1csenL·1a 
tic SU 11111! de fosfato lle 11uus.lu. pll <>.tl. !o•' d11)'¡'1 1k la c11!umn:a con un ¡tn111ientL" 
lin.:;11 (110 pre~nL.hlu en l.1 li¡¡urn) de d .. 11111.1 Ji: ~n,li.1 11..: O a 0.38 M (250 _n1l ca.!.1 
lado del gradicnl.:). Se ~·urri.• a 1111 11uj,, ,1.· 30 1111/hr )' ~c cul.:cl:a1un fr:iee1one.s J,• 
2.5 1111. l'.I COllll'"llClllC 1•1.,i.:tl ('!') m:i~ Í111¡h1rta11tc ~..- musU{1 t:1111bi.!11 lumlO~Cll•'•l 
cn el dstem:i clc.:l1ufur..i1ku .i,• \tcisfclJ {\•Jo.:!). 
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La Fig. 3d reporta el perfil obtenido en la recromatograffo del compo· 
nen te Il·l I de la Fig, 2b, en un an1ortiguador de fosfatos a 50 mM, pH 6.0. 
De esta fonna se obtuvo pura Ja toxina que denon1inamos l'\oxiustoxina (Pos· 
S<1ni y col., 1982). Esta rnol2cula está constituida por 39 aminoácidos con un 
peso molecular de 4.J 84 y 3 puentes disulfuros. La Noxiustoxina (NTX) es 
la primera toxina de naturaleza peptídica reportada que aiecta de forma se· 
lectiva al canal de potasio de membrana;; de axon gigante de calamar (Carbone 
Y col., 1982). En la Fig, 4 se ilustra este efecto. La inhibición es reversible 
Cuando se lava la preparación con solución que no contiene toxina el trazado 
del Oujo de iones de pornsio a travCs de la nlembrana se recupera en un 80º/o 
de. Jos nivcks iniciales (control). De la mlsma forma se encontró que el 
com~onCntc II·l O (Fig . .3b) del veneno de C. 11oxius, tiene afinidad especifica 
por el canal de sodio de la misma preparación de: axon gigante, Bloquea de 
forma selectiva y ii.:\•ersiblc el flujo de ioni.:s sodio, ~in cambiar aparéntcmente 
13 cinética de ckrrc de este canal (Carbone y col., 198'.!). Este es una de los 
ha.llaz¡;os farmacológicos diferenciales entre las toxinns de veneno de alacranes 
americanos y norti.:africanos., Para toxinas de alacranes norteafricanos y 
centro nsiiticos se había dcsorito que afectan la cinética de cierre del canal de 
sodio (Cahalan, 1975, Nonncr, 1979) prolongando el potencial de acci6n. 
Datos confirmatorios de Jo nrriba expuesto fueron obtenidos por Gillespie y 
col., (1980); Meves y col., (1982) y \Yang y Strichart:t. (1983), 
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Hr..111a 4, ACCION OE LA NOXIUSTOXINA CNTXJ EN LOS C.·\~ .. \LES 01! POTASIO 
• l~EL AXON GIGANTE !>EL c,\L,\~IAR 

L.1 !!r.iti.-a se ulituvu Jir•·c1:1111cntc d<.!I osciloscopio. l'l cícc10 J,• b XTX se cst11dl1l cu 
axones l't•'J>~r:idos y u•m•'liJos a la IL:L'nka th: volt;1jc sush'niiJ,, J,• ;1n1.::ulu al tr:1\•Jju 
ti.' C:ubnn,• )- i.:ut. (l'JH~. l~H;J). L;i fr:1.:dí111 de 1·J11:1ks de l'<'l-l>il.l hlu11uc•:Hla por Ja 
NTX ~e ¡tll•"dL• ··~li111:1r a l'ar1ir tic lu< v:1lu1c~ del s;il!o !le curri"nl•' t..\I) uhlL'lli.!u~ en 
prc~l'll<"i:I ,¡,. !\:TX y en "Ll\<'lh"i;1 .te lu\in:t (Cuntrul). 

01ro h:illa<"1;0 irnp1nt:111!l" ohtcnitlo con el vcnenu .,\.." C. 1Ju.\·i11J fui.: 
rcalizado eo1i la fraedón 11 111.l b Fig. Ja. Esta fracción fue us:1da par:1 la ¡1u­
rifieacii>n de ;1nticucr¡ios i::-:¡1ccificos por innnuio adsorción. Los anticui.:rpos 
obtcnidt•s fui.:ron :icupbdu: . .:on Í<!rritina y uli!iz;itlos p;ua 1nicro,~copfo dec-

-- -+ 

SINTESIS DE PEPTJOOS Y SU l'OSJDLE UTILIZACION 47 

tr6nicn como se describió en el trabnjo de Cárnbez Y Possanl (1982). Cl 
sitio d~ acción de por lo menos uno de los componentes tóxicos de la frac­
ción 11 está· en la sinapsis de In corteza cerebr:il de rnta, o por lo menos, es 
capaz de pegarse específicamente a algún constituyente de In membrai.a 
sináptica Tod:i.v{a 110 se completan los experimentos con la finalid:td de 
determin~ cual de los 14 componentes de esta fracción es él, o los, responsa· 
bles de tos resultados obtenidos por microscopia electrOnica,. ,. 

Igualmente trabajando con sinaptosomas del cerebro de ratones, Co­
lomer y col. (1978) demostraron Ja existencia de inhibiciórl en la c~p~ación de 
GADA (ácido gama-aminobutírico) y glutamato marcados con rad101Sótopos, 
por efecto de la fracción JI de C. clccans. 

Dese.le el punto de vista estructural, que es lo más importante para los 
fines de este capítulo, la secuencia N-terminal de varias toxinas de la especies 
de alacranes mexicanos fueron determinadas.· Todas pertenecen a alacrlll'!es 
del género Ccntn1roidcs y los do.tos se presentnn en laTnbla 2. Las secuencias 
subrayadas corresponden a los péptidos que se sintetizaron (toxin:is C.n. 11· 
9.2.2 y NTX). 

Como se observa en ¡:sta tabla, el mnyoi)1úmero dJ:. seclfencias N·ter• 
minal estudi:id:is hnsta el 1'nomento se refieren al C: _noxnu. ·Seis toxinas 
distintas de este alacrán tienen su secuencia de aminoáci<!,os de la. región 
N•terminal conocidas, · 

SJA'TES!S DE P.l::/'TJDOS /'ARA UJ'JLJZACIO/I.' COJIO V.-lCUJ\'AS 

El n1ensaje intercelular en eucariotes pluricelulares se define cad:i vez 
más en función de substancias de naturaleza polipcptidica. Gntrc ell:is es· 
tán las hormonas (ejemplo: la insulina, la hormonn de crecimiento), !:is enzi· 
mas de procesamiento de las mismas (ejemplo: pro1e,inasns~. Jos ncuran~odula­
res (eje1nplo: cnccfalinas, endarfmas), las neurotox1nas (eJemplo: toxmas de 
alacranes) y de mai1era ce,ncral proteínas o p~ptidos tóx~c,os como po~ ejem­
plo las proteinns de la capsula externa de virus (hepat1t1s D), o toxinas de 
pared ct:lular de bacterias. Estos pép!ldos bionctivos fueron encontrados en 
toda Ja escala filogenCtica y sus funciones o la intcrferi.:ncia que causan n ni· 
ve! de la comunicación intercelular \'i\'e nctualn1entc momentos de &ran cU· 
feria. y desanollo científico, con hallazi,tos sorprcn~cntes, a tal pun,to_que los 
compuestos sencillos como l:i ncetilcoüna, o las farmacos hetcroc1chcos ca· 
mo los nlcaloidcs están pasando a un segundo plano en el contexto del cstu· 
t!ia de los llamados 111ctliaJares químicos. 

Por ésto la síntesis ~1uimica controlada de p~ptidos en el laboratorio 
abre la posibilidad del diseño de una infinidad de nuevos fármacos que 
seguramente ri.:\•olucion,.1.r:in la Parm:icologla d:indole un en1pujc Y abriendo 
perspectivas nunca antes so1iadas • 

La factibilidatl del método tle síntesis en fose sólida fue primero 
demostrada con la obtcnciOn del tetrapéptido: kucil-alnnil-g!icil·alanina por 
Merrificld (1963). En ~cguida se cxtendiO a la sintesis tic tira1li1¡uil!i11:1, 
(Mcrrificld, 1964) aneiotcnsin:a, insulina y otros pi!¡itidos, llc¡;antlo a :1phcar· 
se a la síntesis de varias protein:as, como la rilionucli.:asa A. 

E11 e:\ campo 1ic b lumunologi:i el uso de pt\ptidns sintCticos como an· 
ticenos ha ser\'iJo para el mejor co11od111ic11Lo e.le los di.:tc:r111inantes anLigi!ni· 
cos. Se ha distinguido claramente entrL" i.lcti.:rminanks secuenciales, aquCllos 
cuya especificidad es e111i.:ramcnlc determinada ¡\or una secuencia conlinua 
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de nmlno:ícldos, nzúcares o nueleóUdos y determinantes coníormactonales, 
aquéllos cuya especlíicidad está controlada por la posición de los átomos en el 
espacio, que pueden corresponder a diferentes segmentos de la macromolécu· 
la lineal. Estas diferencias se hnn demostrado por esturJios con polímeros 
lineales de misma composición f}c amino:icidos pero dlfuiendo en su con• 
formación cstérica. Esto ha sido útil para el conocilnicnto del mccarusmo de 
la respuesta inmune, su relaciOn con el complejo principal de hlstocompatibi­
lidad y especificidad de las céh1las T y B. (Leach, 1983; Maurcry col., 1983 
y Mozes, 1983). 

!ichu tlcrno~trullu 1111c ?.ul.u11c11tc llllil. í1111.:t:ll111 tic untk11c1pu¡ l111lui:1° 
dos por un complejo macromo!ccular lnmunoténlco con actividad lliolO&lcn¡ 
esti direclamente involucrado en la neutralización de dicha actividad. As 
resulta que no es necesario que todos los determinantes antigénicos de un 
antígeno (virus, bacterias, toxinas) estén presentes para producir anticuerpos 
que inhiban su actividad biolOgica, 

Como un sistema modelo el grupo de Micl1nel Sela (1983) escogió ~1 
eoUfogo MS2, con lo que demostró que dos polipéptldos sintéticos de 18 y 20 
nminoácldos (1'1 Y )'3) análogos a la cápsuln viral, indujeron la producción 
de anticuerpos capaces de neutralizar el erecto de este virus (Langlleheim y 
col., 1976), 

Es lbgico pensar que el péptido P1 asurria una coÍlformación estérlca 
parecida a la que tiene este fragmento en I:i proteína intacta de-la cipsula' 
y que esta eonforma~ibn es tambic!n canservndn en el fag? intacto. ' 

En este estudio los antígenos sintéticos se administran homogenizados 
con ndyuvnnte completo de Frcund :i. anímales de experimentación, después 
se demostró que el :ieoplamiento a un péptido&llcan aislado de Bacil/11s 
mecatcrium y administrado con el 1nismo adyuvante daba mejores resultados 
(Langbehiem y col., 1978). · ' 

Se ha report:ido la síntesis de péptidos an:ilogos d In secuencia com­
prendida entre los aminoácidos nUmero 186 y 201 de la cadena A de la toxina 
diftérica .. Estos péptidos se acoplan a albUntin:i séric:i. bovina y se inyectan a 
cobayos con adyuvante completo de Frcund produciendo antict1erpos capaces 
de neutralizar la actividad dermonecrótica de l::i toxina diftéric::i. El anti.sue­
ro confiere protección contra la actividad letal de la toxina en cob::iyos (Audi­
bert y col., 1981 ). 

Et mismo gn1po de Audibert reporta en 1982 un conjug::ido slntéticu 
comprendiendo un hcxadeca¡n~ptido (la secuencia comp1endida entre los 
aminoácidos numero 186 y 201 de la toxina dift~rica) y un muramil dipépti· 
do (N-ncetil neuranill·L·.i.lnnll·D·isoglutámico) unido n un ncarrendor slnté· 
tico, una multicadena de poli-DL-nlanina con el cual obtiene una respuesta in· 
mu11e m:is efccth·a. 

Se sintetiz.iron fragmentos de la proteína t-.1 lle Strcptococc!ls PJ'occ· 
111~s Y se inyectaron en conejos obtunlcnJo buenos títulos tic anticuerpos en 
w1s s..:m;1n;1s, sin cmhar¡~o, sólo un autisncro fue capaz tic opsonizar :.a 1111 tipo 
•Ir.: cstn:ptococo, inllicantlo así quu esta s..:cucnci:.a pu..:1h: ser scrolipo cspccifi· 
to, en coutr.:ist.:: ;:i l:J. csp.::cifidJ;:id r.!e J:¡ rc::puc~ta ln1nunr: humoral la n•srn1c~t:i 
cch1lar rrc~ent:i. alta reacción r:n1t.ada. (Ucachey, E. y col., 1981 ) • 

Lo.~ autkuerpus obh:ni,los ful.'ron inc.11Mccs 1h.: t1:;11.:do11ar en el tr.:jÍ\!•1 
can! iaco lle cs1os :u1i111alcs. 
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Estudios n1:is extensos se han hecho con virus de Ja influenza. ?.fUller 
y sus colaboradores ( 1982) sintetizaron el péptitlo correspondiente a Ji se­
cuencia comprendida entre los nmino:icidos 91 Y 108 de la hcma¡;lutina del 
tipo AI-b Ni del \irus de Ja influenza. Acoplaron este pC.ptido a toxoide te· 
tánico y los conjugados resultantes se hoinogenizaron con adyuvante comple­
to de Freund y se inyectaron en conejos y ratones. Los anticuerpos produci­
dos dcn1ostraron una marcada reacción cruzada con el virus intacto de la 
capa A/TEX/77. Estos anticuerpos fueron capaces de inhibir la hen1aglutina­
ción de los eritrocitos de pallo por el virus, 

Es.ludios preliminares indican que ratones de la cepa C3H/Di Sn in­
munizados por el eonjucado e:.t:in parciaJn1ente·rratcgidos contra una poste­
rior infección. Estos resultados iudicati Ja eficiencia del material sintético 
p:ira producir una respuesta i11111unc anli·inílue111.a, 

El grupo de Lerner (1983) sintetizó 20 péptidos correspondientes a 
75°/a 'de ·1a molécula de, he1nagluti11ina 1-lAI del virus de la influenza, mos· 

'tra11do una amplia variedad de estructuras secundarias y terciarias, Cada pép­
tido se inyectó unido a un acarreador (hemocianina) en co~ejos, los anticuer­
pos producidos se hicieron reaccionar con los péptidos unidos a su acarreador, 
con l:i ntoll1cula completa tk hcnta;!httii1ina y con el virus completo. Se obtu- · 
vieron anticuerpos contra Jos 20 _péptidos; 1 S -de éstos antisueros reaccionaron 
con la n1olécula de hemar.Jutinin:i y I 7 r.Je ell.os reconocieron al virus intacto, 

Estos resultadas sugieren que la. inmunogcnicidad de la molécula com­
pleta na es la suma de la inmunor.enicidad de s11s partes y que depende de !ns 
partes cxpue3t:as en la molécula. (Green y col., J 982). 

Es conocido que la especificidad antigénica del virus de la Influenza 
es debida princip;1lmente a determinantes sobre la molécula de hemaglutinina 
)'que éstos varían ampliamente en la secuencia de aminoácidos, pero se han 
encontrado varios :iminoácidos que se consen'<UI dentro de esta secuencia. 
La localización y síntesis del principal sitia :intigénico e il11111mo¡;énico de 
la molécula de hemar,lutinin;1 ofrcccr;i pépthlos que pueden ser usados con10 
estrategia efectiva de vacun;ii::ión. 

En el trabaja de Ata:;si y \\'ebstcr ( 1983) muestran que los residuos 
J a 11 lle 1;1 molécula de hemaglutinina llA2 (correspondiente a la región de 
fusiOn) n:ptesenta un importanle sitio antigé1lico sobre el virus de la In­
fluenza, 

Se sintetizaron trece péptidos correspondientes a la secuencia de 
an1ino:icidos, predicha por sccuc11da de nucleótidos, del anríi:cno de superfi­
cfo del virus de la hcpatitis Il; siete Je Cstos pucdcn producir una respuesta 
inmune en conejo, los antisueros obtenidos fueron capaCl'S de precipitar 
partículas "D:ine" dd virus. ( Lerncr y col., 1981 ), 

Drccsman y colaboradores ( 1982) usaron una t~cnka de :in:iUsis cam­
putari~J.i p:i1;1 picJcl·ir i.il.ls rci;ioncs hidrolilicas del anrigcno de superficie 
de:) \irus de b hcpatiti:>. Sinteti·L".lrun dos péptiJus. cíclico:> .:ontcnieudo en~ 
lacl.'s disulfuro en la rc¡?iün comprl·nJida entre lo_s aminoácidos 117 y 137, 
los dos p¿p¡itJos se incorporaron :i diversos aJyuv:in!es }' ¿SfllS fueron inycc­
t.:iJos a nrnpos de ralvncs intr;.ipcrilonc:dmcnfc, ohreuk1i.lo anticuerpos el 
dfa 14 Jepués di! la primera inyccdón. Esto demucstr:i qu~ SI.' pucJe inducir 
la produc.:ión lle antkucrpos sin nl•ccsidad de unir los Jll~ptido:; :1 proteínas 
:icarre.:i.dur:.is. 

B:1sa1lils cu 1:1 pre1lieción 1lc la c~1ru.:1ura Sl!Cllthbria. por :111:ilisis de 
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):IS reglones hídrof6hicas e hidrofílicas, y en la importancia de los residuos de 
Usinn para Jn nntlgcnicidad, se sintetizaron siete péptldas correspondientes a 
l3 región comprendida entre los nmlnoácidos 121 y 160 del determinante A 
del antígeno de superficie de Ja hepatitis D. 

. La antigenlcidad e inmunogenicidnd de estos péptidas es baja en com· 
paración con .el antígeno natural, posiblemente el determinante A esté con~ti­
tuida de secuencia continua o discontinua con residuos adyacentes cspaci:i.l· 
111 cntc que no están directamente unidos al péptido y depende de una confor• 
maeión específica que posibkmente involucra residuos de lisina Y cisteina. 
(Bhatnagor y col., 1982). 

En Ja tnbla 3 resumimos al~unos de los péptidos sintéticos obtenidos 
de Ja. literatura contempor:inea, relativo a la posible 11tiliz~ción de péptidas 
sintéticos coino vacunas. • 

Péplidas análogos a: Referencia 

-··· alrsldc del c0Ub10 MS-2 
l'2 _.Glus9." Ab107. Lon&1Íchclm y· col., J 97~ 

1'3 Glr1109·Tir129 

rroleln• M •h Srr,ptaco.-r;u1 PJ'OJMU 
l' ... ptlJa S-CD7 (Asn 1 ·~let35) 
P.!ptido S-18·29 CD7 (All¡g • LI1 29) 

Ducli~Y y col., ¡98t 

T.:.xlna Dlf1érlc:1 
Scr¡94·Cu201 

Ar;19o•Cls201 
Ci.s1so·Ci.s201 

Ar1t192•Ci.s201 

Gllus ·C1s201 /\udlbcrl y col., ¡981 

!lc:<1dcnp!ptldo 
Oe!aJ;~.p~ptlJa 

Cb¡¡¡o. Ch201 

A!1·.\la·Ci¡ 36 • Clis201 

s s 
1 1 

ACJ.I ACM 

Tu ·GUIJO• Ar1¡s¡ 

Tic• Tu- 132 • Scrl46 

Cis 140 ·G\1¡47 •Tlr 

Audlbcrl y cu!., 1982 

Tir·Gln 1 -Glu36 
i·a-a11s·Ci.s33 

Tlr·AmJ9 ·ClsóS 

C'uj3 • tcu60 Tlr 

Ci.ss3 .as64 Tir 

(.'i~jJ • lcu;¡7 ru 
Tlr • lli.s76 • lk83 

Tir • llit76 • Glu')O 

llU.7¡;~~r111 

S.:r'll • LculOll 

Q.¡,140 •TU¡ 56 Green y col., l '1112 
Cll¡4o·~r175 

,\ui174 ·Tir 196 -c.s 
llls 184 ·Tir 1 ~6 -C"u 
Tir·GU201 - Lru227 C"u 

Ci1JOG • Asn3 ~9 
Mllll~r y ,01., 1 'Jll2 
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Péptldos análogos. a: Referencia 

Rqlón de fusión de b hcrnaglutlnlna dd viru1 de la iníluc11u 

FR/D 

FR/A 

,c:;u 1-Fcn2 -Glu 11 
cu 1-Lcu2 -c1u 11 

A.nlitcno de 1upcrfidc del vinll de la hcpitltls D 
Clll 18 .uc31 Trc 140 ·Tlr148 

Leu¡ 1 •0s¡6 Clu2 ·Cis¡6 

Atas.si y col., 1983 

Scr3¡·Ci135 Lemcrycot,,)9a1 
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p!ptidos pequeños (8 n 15 aminoácidos) la síntesis en fase sólida da rcsulta­
Jos excelentes. 

TOXIW" C... 11>9.J.21-111 

tJ.iCONTMAUO Ul'Ul41lQ 

' 
Lcu22 • Cis3s 

5cr38 -Arn 52 Vat45 • Asn52 . 1 

· Lcu95 • Lcu ¡ 09 

Cu¡44 ·Trp163 

'as221·11c2l6 

Us122·Cis137 

Scr117·C'i5¡37 

Lc:11¡04. Lcu!09 

l"cn212 • llcll(i 

(C137•C1z4) 

(C¡37 'C¡24l 

DC1crm!nantcidd vinls de b hcpatltb D 

U1lll"Cis¡37 • 

Ab¡ 28 • Fcn 134 

Cis139·Cis1.n 

Cis¡ 39 • Fc:n 1;s 
Trc 140 -Fcn 1511 

Gu 145 - Fcn 151'1 

l!c:1so·Fc:n1s!I 

TAílLA 3 

" Orec1man y col., 1982 

.. '. 

DhHn11or y col., l 911i 

l:1 producción de una vacuna multivalcntc sintetizada químicamente 
que pued:i n:cmplaz:i.:r a fas vacunas v~a.lt...:; y ~a.cterianas comu~es, !:is quc 
muchas veces tienen determinantes ant1gcn1cos 1..nylcvantes, prsitc1nas.u otros 
materiales que cont:unin:in el inmu~ó~cno c~c1.1~1al que :idemas puede tener 
efectos cola.tcralcs es uno de los propos1tos n1:is unportantcs. 

Para el lector ·intcre5ado mencionamos tres revisiones recientes sobre 
este asunto: Lerner, 1983; Scla, 1983 Y Z;ucki:rn1an, 198::!. 

S'/:\'TESJS IJE JJOS / 1EPTIDO.\" conRESl'Q,\'/JIE.\'TES .1 

J{J:'Ci/O¡\'F.S JJJ! TO.\"hVAS 1i1~· ~1 l.11CR-:liVES'.11H.\'/C,1,\'0S 

Con rcl:ición a l:t olltc11ción de una posibli: v~cun:i sintética en contra 
ll..:.I veneno de alacr:1nes ¡ii:Jii;roso:; ¡¡( homlni:, hemos empi:zado el trabajo 
c"n fo .• sintesis de un nonapéptido y un decapéptido, scfl:il:IJos en la t:i!Jla 2. 
Fsti:·tr:1bajo, tolalinent'c n·:1li1.al11.) en México, l'S!á en el mc11ncn10 en Sii f;ise 
iuk1:1l, pero 1:1 Tahla ·1 m11i:str:1 Jos primeros n:sult:idos. ~0111~1 se 0bscr.':1 t1:irn 

:· 

' 

Los análisis de 11minoácfdos de la Tabla 4 se re.s.Iizaron can muestr3' 
hidÍollzadns por 20 horas en llCI (ver Material y Métodos), y se refieren n un 
análisis sencillo. El valor encontrado para el aminoácido isoleucina'(l.52) 
en el caso del péptido NTX1 -11 es bajo, pero ésto es lo que se debería espe­
rar, puesto que el enlace peptidico entre dos an1inoácldos hidrof6blcos como 
I<>. isoleucina nccesila hidrolizane por más tiempo (48 a 90 horas) p:ua la ob­
Lcnción de una mejor rccupcr;iclón. Igualmente el valor relativamente b:tio de 
ti.resina (0,67) para la C.n. 11-9.2.2 se puede explicar por la inestabilidad 
de este aJninoácido en las co11dicioncs• de hhlrólisis. Todos los dcn1ás valores 
están bastante a.ceptabks y coneuenl:m suíieicnte"!ente bien con lo esperado. 

Cabe notar que no obstante los cuidados mencionados en ~faterial 
Y Métodos sobre l:i síntesis de los péptidos, siempre h:iy la posibilid11d de 
c!Tor en la síntesis. Lo más común es encontrar un cierto porcentaje de mcr 
!~culas de pl!ptido sintetizado con falta de un a1ninoácido en 13 secucncl11. 
Esta probabilidaü de error aumenta con el nún1cro de aminoácidos. Otra for­
m:i de error. es la formación de péptidos con cadenas ramificadas, debido a 
bloqueo ineficiente de las cadenas laterales de ciertos an1inoách1os con grupos 
rc.ictivos, ejemplo, el gn1po epsilon·amino de las lisinas. También se pueden 
ob.1i:i:icr p<:ptiJos tn:is cortos que lo desc:ido, así como péptidos con errores 
111ul11plcs, si hii:n que la probabilidad de es1os últitnos es mós b:ija para pépti· 
¡J,.,~ 111;;.s corlas, De fonna l:cncral para pé11liJos co1110 los t¡ue 110:,;ot10:. :.:in­
t711~:i!11os se pucJc esperar que por lo menos c.:rc:l de ~Oº/o di!! péptido 
~1ntet1co final corri:sponi.b. cxa..::tamente :il tlcscado. Sin embargo, co1110 se 
tra~a tic obtener tle una 111a.ni:r:1 fácil y en cantidades que sC puedan escalar a 
vano.s gr:imos de péptidos, crccn1os que el intento tle obtención de un antígc~ 
n? smtl:tico anti-toxina de alaer:in debe ser ensayado primeramente con los 
rieptitJos t:tl ·como se oLticm.·n dd :iparato que rompe con ácido nuorhitlrico 
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a los grupos protectores. Esto es, sin preocuparse en la obtención de p6ptidos 
:t.ltarncntc puros. Es obvio que la posibilidad de purificación en es_cala scmi­
preparativa a· través de la cromatografía Jíquida de alta presión está consldc-
r;1.da y scráscgur:imente usada en el futuro, ' 

Como las secuencia!¡ peptídicas de las 'toxin:as son conocidas y el mé­
todo de síntesis est:i relativamente bien desarrollado se puede en un corto 
espacio de tiempo sintetizar un númcio razonable de ptptidos que permitan 
en una primera instanci;i obtener informaciones generales sobre el tipo de 
péptido a sintetizar y de su respuesta inmune. En una segunda etapa preva­
kccr# la síntesis de algunos de los péptidos, o pép!idos modificados, con los 
cuales se podr:ín ensayar l:a purificación 1nencion:ida anlcriormcnte y quizás 
obtener un producto pcrf<:ctamente definido que sea utilizado con provecho 
en salud pública. ' 

La información obtenida por vía, qu1n11ca, como se acaba de descri­
bir, puede sentar los precedentes para· la biosintesis de dichos péptidos "in . 
vivo•· por microor¡:anismos, a través de fos técnicas de ingeniería genética. 
Este último renglón debe Ser considerado solantcntc como una posible pers­
pectiva futura de dcs:uoUo. 

RESU,llEN 

En este capítulo se presenta: 

l. Una pequeña revisión sobre la composición y función de las toxinas de 
alacranes n1cxicanos. 

2. Se describen la estrategia y técnicas seguidas para la obtención hon1ogénea 
de dos toxinas del alacr;in de Nayarit (C. noxiusj. 

3. Se revisan y discuten los principios del n1étodo de síntesis de péptidos 
, en fase sólida. 

4. Se revisan datos de la literatura sobre las aplicaciones recientes de este 
n1étodo para la obtención tle péptidos referentes a se.:uencias de toxinas 
bacterianas o proteinas virales, sus respuestas inmunes y la factibilidad del 
uso de dichos péptidos como vacunas. 

5. Se describen las técnicas y se dan los resultados de la síntesis de un nona­
péptido: 'frc-lle·lle·Asn·Val-Lís·Cis-Tre-Ser, y un decapéptido: Lis·Giu­
Gli-Tir-Leu-Vnl-Asp-Li.~-Asn-Tre, ambos correspondientes a toxinas del 
veneno del al:icrin Ccntrtiraidcs 11uxi11s Iloffmann. 
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FARMACOClNETICA. PERSPECTIVAS Y POSIBILIDAJES 

/Jelg{ Jung C. 

Jlfr/slón de J;"srudlos de PotKTOdo. Departamento 
Je Q11imlca FarmacCutica .v Productor Naturales, 
I-iJc11/tad de Qufmlca, UNAM. 

CUnndo un compuesto presenta unn nctividnd farma.cológicn a.precia· 
ble, es necesario efcctu11r una serie de pruebas que pemlitnn definir más clara.­
men.te s~ potencial ,rara ser utilizado en I~ clínica.. Estas pruebas incluyen in· 
"C5tlgac1oncs cxtensiyas :icerca ele las propiedades fnrm:icológicas y toxico16g.i­
cas del compuesto: sin embargo, también los estudios de Fan11acot:lnitlca (en· 
•cnd_i.éndo~c 1? an.t,erior como _el estudio de ~? cinética de los procesos de :ib­
sorcrnn, d1stnbuc1on, metabolismo y excrec1on de un fármaco en humnnos 0 
~·n :inii.nales) Y I~ fliodispo11~bilidud (qu~ es un tér1nino utilizado para indicar 
la cant1dnd _rel:it1vn de un farmnco que llega a In circulnción general y In velo­
ddnd a la cual ésto o~une), son de gran importancia en cada unn de las fases 
del desarrollo de un fo.rmaco, por lo que deberínn ser considera.dos como par· 
1c· integral de la invcstig:icián t;linlca., que.coiit.1u~ád'direct:111nenJe a uo uso 
ti;rapéutico más segura y· efectiva·del fármnco. ::-;~ ~. · ·•" · · · 

~ A ,·cantin_uación se· dc!>criben brevCmenie los elementos necesarios 
¡iJra realizar los estudios lle Farmaf"oclnétiCa y Diodisponibilida'd en cada una 
de las foses del desarrollo de un rarinnco, ' 

Es111dlos Prec/inicos, 
La iníormnclón que tlcbera Obtenerse durante esta fase del desarrollo 

de un fármaco se1á: 
l. Datos fisicot¡uítnicos del fármaco 
:!. Metodología analítica 
3, Esudios pre!iminnres de Biodisponibilltlad y Fnrinacoclnética 
4. Estudios met:1bólicos preliminnres. ' 

l. l'ropiet!adt•s fú.icoq111i11/cas del fár11111co 

P~ra. pod~r rcnli1:ir un buen cstu~io farmacológica, toxicol6gico y 
r~_~maco:1n.ctico .tlcl .compuesto, se de~i:_ra obtener )¡¡ si~~uiente informaci6n 
f1s}eoc¡u1n1~~n: lrJent1dad, rure~:a .• cstabihdad .C!1. cs!!'do solido y en solución, 
pKa, salubilid:itl en ngua y cocf1c1ente en p:irtic1an hquido·agua. 

, La;: consitl,craci~ncs prcl_i1!1inarc.s ~asadas en estos dulas, nyudnrán a: 
a) l';lor~rnuzar las prop1ctladi:s f1s1coc¡u1nucas incluyendo cslnbilidad 
hJ tlegir el vi:hículo adccu:irJo para Ja administración del fii.rmaco y función a 

l~s carac.teri~th:as di: solubilidad y disociación 
.;J l:s1:ir consc1e111c de 1¡ue aquellos fánnacos que presenten baja solubilidad 

f·".·~gua, al~o g.ra~I~ _di: d!.s'?cb.ción en el rango de pll fisiológica o bajo coe· 
. 1 ~1~~tc \!..: p • .ut1'-'1uu lip1Ju-ai;ua, pueden pu:sc11tar problemas de ab­
sorc1on. 

11, Desurrol/o de 111t•1111/ologi'a a11alitieu 

_l':ira rca.liz:ir csttulios d~ Fnrmacocinética y Diadisponibilidnd, ei; lll!C'C· 
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