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RESUMEN 

El veneno del alacrán Centruroides noxius Hoffmann ha sido objeto de numerosos estudios por parte del 

grupo del Dr. Possani (Possani L.D. y cols.1981, Possani L.D. y cols.1982, Valdivia H. y cols. 1988, 

Zamudio F. y cols. 1992, Gurrola G. y cols. 1992, Vaca L. y col s. 1993, Vázquez A. y cols. 1993). Dada la 

importancia médica y favorecidos por contar en el país con esta especie de alacrán, el estudio de 

C.noxius (colectado en el estado de Nayarlt) se ha desarrollado de manera amplia dentro del grupo, 

tratando de caracterizar los péptidos que presentan acción biológica a nivel de canales lónicos. 

Con la ayuda de métodos cromatográficos a través de columnas de filtración molecular, intercambio 

iónico y cromatografía líquida de alta presión (CLAP), se aislaron varios péptidos que presentan 

semejanza con la Noxiustoxina (NTX), un péptido básico de 39 aminoácidos con actividad sobre canales 

de K+. Ensayos inmuno"i?nzimáticos (ELISA) con el empleo de anticuerpos policlonales y monoclonales 

dirigidos contra NTX permitieron identificar a través de los pasos de purificación los péptidos 

semejantes a la NTX. 

Asimismo la caracterización química por medio de análisis y secuencia de aminoácidos, confirmaron la 

gran homología a nivel de estructura primaria que presentan algunos de éstos péptidos con la NTX. 

Hasta el momento se han obtenido la secuencia N-terminal de 6 péptidos semejantes a NTX, así como la 

secuencia completa de aminoácidos de un péptido que dada su homologfa con NTX se ha llamado NTX-

2. Con ést~ péptido se realizaron estudios de desplazamiento de (1251)NTX en una preparación de 

membranas de cerebro de rata. Los resultados obtenidos sugieren que la NTX-2 compite con baja 

afinidad por el sitio de unión a NTX. 

Aún cuando la homología presentada en la secuencia de aminoácidos entre la NTX y NTX-2 es elevada 

(cerca del 67%) el efecto tóxico de la NTX-2 sobre mamíferos a diferencia de la NTX es nulo. Sin 

embargo al efectuar los ensayos de toxicidad sobre insectos (grillos), se observó un efecto que según la 

sintomatología presentada puede considerarse como altamente tóxico. De igual manera éste péptido no 

presento ningún efecto tóxico sobre crustáceos (acoclles), a las concentraciones ensayadas. 

Actualmente se está tratando de determinar la posición de los puentes disulfuro, as! como su actividad 

sobre canales de potasio mediante ensayos electrofisiológicos. 
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RESUMEN 

El veneno del alacrán Centr11roidts noxi111 Hofhnann ha sido objeto de numero505 estudios 

por parte del grupo del Dr. Possanl (Possanl L.D. y cols.1981, Possanl L.D. y cols.1982, 

Valdlvla H. y cols. 1988, Zamudlo F. y cols. 1992, Gurrola C. y cols. 1992, Vaca L y cols. 1993, 

Vázquez A. y cols. 1993). Dada la Importancia médica y favorecidos por contar en el país con 

esta especie de alacrán, el estudio de C.noxius (colectado en el estado de Nayarit) se ha 

desarrollado de manera amplia dentro del grupo, tratando de caracterizar los pépUdos que 

presentan acción biológica a nivel de canales Jónicos. 

Con la ayuda de métodos cromatográficos a través de columnas de filtración molecular, 

Intercambio lónlco y cromatografla líquida de alta presión (CLAP), se aislaron varios 

péptldos que presentan semejanza con Ja Noxlustoxina (NTX), un péptido básico de 39 

aminoácidos con actividad sobre canales de K•. Ensayos inmuno--enzimáUcos (ELISA) con el 

empleo de anticuerpos polklonales y monoclonales dirigidos contra NTX permiUeron 

ldenllflcar a través de los pasos de purificación los pépUdos semejantes a la NTX. 

Asimismo la caracterización química por medio de análisis y secuencia de aminoácidos, se 

confirmó la gran homologla a nivel de estructura primaria que presentan algunos de éstos 

péptldos con la NTX. 

Hasta el momento se han obtenido Ja secuencia N-termJnal de 6 péptidos semejantes a 

NTX, así como la secuencia completa de aminoácidos de un péptldo que dada su homologia 

con NTX se ha llamado NTX-2. Con éste pépUdo se realizaron estudios de desplazamiento 

de (1251) NTX en una preparación de membranas de cerebro de rata. Los resultados obtenidos 

sugieren que la NTX-2 compile con baja afinidad por el slUo de unión a NTX. 

Aún cuando la homología presentada en la secuencia de aminoácidos entre la NTX y NTX-2 

es elevada (cerca del 67%) el efecto tóxico de la NTX-2 sobre mamlferos a diferencia de la 

NTX es nulo. Sin embargo, al efectuar Jos ensayos de toxicidad sobre Insectos (grillos), se 

observó un efecto que según la sinlomatoJogía presentada puede considerarse como 

altamente tóxico. De igual manera éste péptido no presentó ningún efecto tóxko sobre 

crustáceos (acodles), a las concentraciones ensayadas. 

Actualmente se está tratando de detenninar la posición de Jos puentes disulfuro, así como 

su actividad sobre canales de potasio mediante ensayos electrofislológlcos. 



l.· INTRODUCCION 

l. GENERALIDADES 

A) ANTECEDENTES HISTORICOS 

E1 alacrán o escorpión es uno de Jos organismos más antiguos que se conocen, su presencia 

sobre la tierra se remonta a los 450 millones de años. Su registro fósil data del periodo 

silúrico. Se supone evolucionaron de los euriptéridos, según evldencJas paleontológicas. 

Los esc<>rpiones silúricos fueron acuáticos, poseían branquias y no tenían pinzas tarsales. 

Nuevas evJdendas han confirmado que la tradicional división de quellcerados dentro del 

grupo principal acuático Merostomata (Xlfopsúridos y Euriptérldos) y el principal grupo 

terrestre Arácnida basaron sus diferencias en preferencias ambfentales. 

La interpretación de escorpiones fósiles como seres acuáticos no se basa únicamente en el 

descubrimiento de agallas. La sedfmentologfa y fauna asociada proveen una buena 

evidencia de que algunos géneros, como Paleoscorpius y Palaeplio11us, fueron igualmente 

marinos (Briggs · D.E.G. 1987). 

Si bien abundantes hoy, los alacranes han quedado restringido en gran medida a zonas 

tropicales y subtroplcales. En México, el estudio sobre los efectos farmacológicos de algunos 

venenos de alacranes mexicanos se remonta hasta hace SO aftas, con Jos estudios reaUzados 

en 1944 por el grupo del Dr. del Pozo. Aún cuando existen reportes desde 1809 por 

Altamlrano, éstos se refieren principalmente a descripciones de slntomatologia y efectos 

fisiológicos presentados por personas picadas por alacranes. 

Por otro lado, a partir de 1977 el grupo del Dr. PossanJ ha publicado una serle de artículos 

sobre Ja caracterización bioquímica del veneno de alacranes tanto mexicanos como 

sudamericanos (Possanl L.D. 1983). 

Las toxinas que actúan sobre canales de sodio fueron las primeras moléculas con actividad 

biológica estudiadas a partir del veneno de alacrán (ver rev. por Zlotkln E. y col. 1978, 

Rochat H. y cols. 1979). Las toxinas que actuan sobre canales de K+ fueron estudiadas hasta 

1982 cuando Carbone y cols. describieron el efecto de un péplldo purificado (Possani L.D. y 

cols. 1982) del veneno del alacrán mexicano Ccntruroides noxius, llamado posteriormente 

Noxlustoxlna (NTX). 
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B) CLASIFICAOON BIOLOGICA DE LOS ALACRANES 

Pertenecientes al reino Animal, sub-reino Metazoo, filo Artr6poda, sub-filo Quellcerata, 

clase Arachnlda, orden Scorplonlda los alacranes o escorpiones se dividen en 6 familias: 

Buthldae, Chactldae, Smrpionldae, Dlplocentrldae, Vejovldae y Bothrlurldae (ver Keegan 

H.L. 1980). De ellas Buthldae, comprende 48 ginen>s y unas 500 especies y es la más grande y 

ampliilmente distribuida de las familias de escorpiones. Como ejemplos podemos citar los 

géneros: 811tl11u, Androctonus, Ld11r11s, Butlrotus, C~ntr11roides, Tityus, Parabuthus y 

Mt106ul/tu1. 

De las 28 especies reconocidas del g~nero Centruroides exlstenles en México, siete son 

consideradas venenosas para el hombre, entre las cuales han sido estudiadas: Ctnlruroid" 

sculp1ur11lia Ewlng (Babln y cols. 1974, Fontecllla-Oimps y cols. 1980, Pete j.M. y cols 1992), 

Ctnlruroidts 111ff11sus suffusus (Couraud 1979), Centruroidts eleg•n• Thorell (Possanl L.D. 

y cots. 1978), Ctnlruroidt1 limpidus limpülus (Alagón A.C. and Possanl L.D. 1983, Gúzman 

S.H. 1984, Alagón A.C y cols. 1988, Balderas C.A. 1988.J, Ctnlruroülcs limpidus /ecomJJnus 

Hoffmann (Possanl L.D. 1980, Ramlrez A.N. y cola. 1988, Martln D.M. y cols. 1988) y 

Centruroidts noxius Hoffmann (Possanl L.D. y cols.1981, Carbone E. y cols.1982, Sitges M. y 

cols.1986). 

C) COMPOSICION DEL VENENO DE ALACRAN 

El veneno de los alacranes se compone principalmente de prote(nas y péptldos de diferentes 

pesos moleculares, amlnoácldos Ubres, sales inorgánicas, nucleótidos y Upldos. El veneno de 

los alacranes venenosos para el hombre prácticamente carece de enzimas del tipo proteasas 

y fosfollpasas, fosfodlesterasa o con actividad fibrinotítlca, pero posee una cantidad 

considerable de actividad hlaluronldblca (por ejemplo el veneno del alacrán Títyus 

serrul•lus Lutz y Melo) (Possanl L.D. y cols. 1977,Alagón A.C. y Possanl L.D. 1983). 

Asimismo contiene toxinas con distintas actividades biológicas entre las que se encuentran 

las neurotoxlnas; el t~rmlno neurotoxlna se refiere a aquellas protefnas o poll~ptldos que 

Interaccionan con el sistema nervioso (Babin D. y cols. 1974), También están presentes 

toxinas que reconocen solamente a tej_ldos excitables de insectos o crustáceos. 

Los componentes del veneno han sido sujetos a una extensa investigación por dos razones 
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principales: Primero, independientemente de su origen, los venenos constituyen exquisitas 

herramientas para Investigar sistemas fisiológicos. Segundo, la elucldaci6n del principio 

tóxico presente en los venenos puede ser de gran ayuda en el desarrollo de medios 

espedflcos para proteger al hombre contra mordidas y piquetes de animales ponzoilosos 

(Ménez A. y cols.,1992). 

El estudio bioquímico sistemático de los diferentes componentes del veneno de alacrán 

puede llevar a descubrir diferencias funcionales y estructurales importantes entre péptidos 

homólogos, como es el caso de la noxlustoxina NTX, uno de los componentes minoritarios 

(cerca del 1 %) del veneno de c. no:rius y péptldos semejantes. 

En forma muy general las toxinas de alacrán son moléculas muy compactas y termoestablcs. 

Se pueden hervir durante 5 minutos y la estructura vuelve a replegarse 

trldlmenslonalmente conservando su toxicidad (Possanl L.D. y cols. 1981b). De la misma 

manera conservan sus propiedades bajo condiciones extremas de pH y a tratamientos 

drásticos con urea (a concentraciones de hasta 9.5 M) (Habersetzer C. and Sampierl 1976). 

D) CLASIFICACION DE LAS TOXINAS 

Los venenos de alacrán contienen una variedad de toxinas que actúan de muy diversas 

maneras a nivel molecular sobre canales tónicos y con una marcada diferencia en la 

especificidad. Se han realizado diversos Intentos para agrupar a las toxinas dentro de 

familias de acuerdo a sus propiedades toxico16glcas, relacionando sus secuencias y 

composición de aminoácidos, allneamienlo óptimo, etc. Sin embargo, hasta et momento 

no se ha logrado una clasificación general que englobe a todas las toxinas basándose en las 

caracterlstlcas antes mencionadas, as( como en sus caracteristlcas inmuno16glcas y 
evolutivas (Dufton M. y cols. 1984, Tyson H. 1992). 

En base a su estructura primaria las toxinas de alacrán pueden dividirse dentro de tres 

categorlas principales: Toxinas de cadena larga constituidas de 61-70 residuos de 

aminoácidos estabilizadas por cuatro puentes dlsulfuro y con alta afinidad por canales de 

sodio en mamfíeros; toxinas de cadena corta, las cuales son proteínas de 36-39 residuos 

estabilizados por tres puentes di.sulfuros que actúan sobre canales de potasio en mamrferos y 
aquéllas específicas a insectos constituidas de 60-74 residuos, estabilizadas por 2 a 4 puentes 

dlsulfuro ( ZloUdn E. y cols. 1978, Possanl L.D. 1983 y Possanl L.D. 1984). 
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E) ESTRUCIURA DE LAS TOXINAS 

El número, naturaleza qulmlca y orden de la secuencia de aminoácidos en una cadena 

protelca determinan la estructura distintiva y las caracterfsttcas qufmlcas de 

comportamiento de cada protelna. Por esta razón, una apreciación de las propiedades 

qulmicas de los aminoácidos es pre-requisito para el entendimiento de las posibles 

estructuras tridimensionales de las protelnas y del posible papel biológico o función que 

desempe~an. 

La conformacl6n nativa de las protelnas es determinada por interacciones entre un 

polipéptido y su microambiente acuoso, en el cual el polipéptido adquiere una estructura 

tridimensional muy compleja. 

Existen cuatro niveles de estructura que influyen en la confonnaclón funcional biológica de 

las protelnas. Tres de éstos niveles estructurales (estructura primaria, secundaria y terciaria) 

pueden existir en moléculas compuestas por un simple cadena polipeplldica, sin embargo la 

estructura cuaternaria involucra interacciones de pollpéptidos dentro de una molécula 

prote!ca multl-cadena. 

Las toxinas a mamlferos 'l':IC constituyen el primer y mayor grupo de toxinas de alacrán son 

muy similares entre si (esto es entre toxinas que actúan sobre un mismo tipo de molécula 

blanco) en la estructura primaria, longitud de cadena, rearreglo y establllzaclón de la 

estructura tridimensional, la cual de alguna manera garantiza el reconocimiento de un sitio 

especial de unión en membranas excitables de mamifcros; sin embargo, modificaciones, 

substlluclones, delectones o inserciones de nuevos aminoácidos en 1a correspondiente 

estructura primaria pueden producir inactivación de la toxina o al meno~ diferentes tipos 

de modulación de la función de estas toxinas a nivel molecular. 

Aslmtsmo, es importante enfatizar las grandes diferencias estructurales entre toxinas 

bloqueadoras de canales de potasio y los péptidos bloqueadores de canales de sodio. Las 

secuencias de aminoácidos no son comparables y el mecanismo molecular de acción es 

diferente. Aqui una diferencia en la estructura resulta en una difcrcnda en la función. 

Las proteinas tóxicas de origen animal son económicamente bien adaptadas en térmlnos de 

arquitectura y funcionalidad. 

Las estructuras secundaria y terciaria de toxinas de alacrán han sido estudiadas por varias 

técnicas. Difracción de rayos X es el método por excelencia para determinar los detalles de las 
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estNCturu trldlmenslonoles de protelnn globulares y otros blopollmeros. Esta tknlca llene 

UNI íundllmental llmllad6n y es c¡ue puede ser empleada solamente cuando la molécula 

es1' cristalizada, y &to, la mayorla de las veces no es posible. Dentro de los mftodos 

espectrotcóplcos tenemos: l!apectroocopla de Absorción. Dlcrollmo Circular el cual emplea 

luz polarizada, Resonancia M..gnftlca Nuclear <NMR), Dlspenlón óptica Rotatoria. La 

combinación de algunas de estas técnicas ha permitido la determinación de algunas 

estructuras de toxinas de alac:rAn (Fontedlla-Camps y cols 1980, Bontems F. y cols. 1991, 

Johnson B.A. y Sugg E.E. 1992, Zhao B. y cols. 1992) 

El mayor problema a resolver en biologla molecular estructural es la manera de predecir la 

estructura trldlmeslonol de una protefna a parilr de la secuenda de aminoácidos. Uno de los 

caminos para slmpllflcar este complejo problema es clasificando las proteínas por su forma 

y dominios estructurales, y llevando un modelo de construcción de la protelna basada en 

eslas formas empleando métodos de mlnlmlzacl6n de eneigla para obtener una estructura 

terciaria predicha. En este caso la conf~rmacl6n de la protelna puede ser reducida a 

Identificar caracterfsttcas de dominios y subdominlos estructurales. Las estructuras 

tridimensionales de las protelnu son más conservadas en la evolución c¡ue la estructura 

primaria (Narayanan P. y Lata K. 1992). 

Las prote(nas con secuencias de aminoácidos homólogas tienen · estructuras 

trJdlmenslonales slmllares. Usualmente tienen funciones similares, aunque existen 

excepciones. El contar con la Información de la estructura tridimensional de una protelna 

que comparta reglones conservadas a nivel de estructura primaria con alguna prote(na 

problema, facilita la oblencl6n de la Imagen tridimensional de Ja protelna en cuestión 

utlll7.ilndo los parimetros eneigéticos de la protefna homóloga. 

F) MECANlSMOS DE ACOON 

Las toxinas de alacrán dirigidas contra animales ejercen una amplia diversidad de acciones, 

Incluyendo bloqueo del sistema nervioso central y periférico, alteración de varios tipos de 

músculos y periurbad6n en la coagulación de la sangre (Freire-Mala y Campos J.A. 1989). 

Por otra parte, cada una de éstas acciones generales puede ser realizada al Interactuar con 

una variedad de moléculas blanco, Incluyendo canales fónicos, receptores, enzimas, etc, 
(Ménez A.y cols.,1992). 
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al Efectoe del veneno del .iacnln a nivel slstfmlco. 

El veneno de Ulcdn puede actuar : 

-Sobre el slltema cardlovascular provocando: 

Hlperteml6n, anltmlu cardiaca. 

-Sobre el sistema 11!1plratorlo provocando: 

Anltmlu n!Splratorlu, edema pulmonar 

.. Puede afectar sistema neuromuscutar 

-Tener efec:tos en sistema gastrointestinal, Induciendo : 

Secn!ci6n salival, gástrica, pancn!atlca; motilidad Intestinal. 

-Tener efectos 90bre la sangre: 

Interfiriendo en la coagulad6n, en la conversión de enzimas, produciendo leucocitosis 

-Presentar efectos metab61k:os: 

Hlperglk:emla, gllcogen611sis. 

Además de causar alteraciones en el sistema homeostátlco del organismo. 

b) Acción de las toxinas a nivel molecular sobre canales tónicos 

Las toxinas del veneno de alacrán pueden ser valiosas herramientas en el estudio de 

procesos ftslológlcos esenciales controlados por el sistema nervioso. Potentes toxinas 

altamente puras aisladas de éstos venenos, como las neurotoxlnas, pueden ser usadas para 

investigar cambios moleculares responsables de importantes funciones tales como sfntesis, 

almacenaje y liberación de neurotransmisores . Al parecer los efectos fislco-fannacol6gtcos 

Inducidos por las toxinas de alacrán son debidos a su acción sobre sitios especifico• de los 

diferentes canales tónicos. La arritmia respiratoria es debida, al menos en parte, a 

depolarizacl6n de las fibras aferentes viscerales, sin embargo Jos otros efectos descritos 

anteriormente son principalmente debidos a la liberación de neurotransmisores tales como 

acetlkollna y catecolamlnas <Frelre-Mala L. y Campos J.A. 1989). 

Los primeros reportes sobre la acción de toxinas sobre canales tónicos fué descrita por 

Koppenh6ler y Schmldt(1%8J, quienes estudiaron y reportaron el electo del veneno del 

alacrán Androctonus en el nodo de Ranvier. Estos autores demostraron que el veneno de 

alacrán contenia componentes capaces de modificar Ja permeabl1idad de sodio y potasio en 

una preparación nerviosa de Rana pipiens. Cahalan (1975) amplió esta observación 

utilizando veneno del alacrán del Nuevo Mundo Centruroides sculpt11ratus. Pero fué hasta 
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(1976) que Callerall y Noner (1979) demostraron el efecto de protelnas purificadas del 

veneno de at.cranes en canales de sodio, y más tarde Carbone y colaboradores (1982) en 

canales de potasio. 

G) CANALES IONICOS 

Los canales i6nicos son elementos excitables en las membranas celulares nerviosas, 

musculares y de otros tejidos que producen y transducen señales elktricas en células vivas. 

El número de clases de canales conocidos se ha incrementado y una sola membrana 

excitable puede tener de 5 a 10 clases y el genoma puede codificar, posiblemente para más de 

SO (Hllle B. 1992). 

La excitación y las senales eléctricas en el sistema nervioso Involucran e~ movimiento de 

iones a través de estos canales. Los iones sodio, potasio, cloruro y calcio parecen ser 

responsables de toda Ja acción. Cada canal puede ser considerado como una molécula 

excitable que responde específicamente a un estimulo químico, cambios en el potencial de 

membrana o una deformación mecánica. La respuesta del canal llamada "disparo" es, 

aparentemente, la apertura o cierre del poro. El poro abierto tiene la Importante propiedad 

de permeabilidad selectiva. 

Los canales de potasio estánFpresentes virtualmente en todas las células eucariontes desde 

levaduras hasta mamiferos. En neuronas, Jos canales de K+ determinan el potencial de 

acción, la repolarlzaclón de la membrana y el potencial de reposo (Rehm H. 1991). Debido a 

estas múltiples funciones, se sabe que existe una alta diversidad de clases de canales de K• 

entre los que se encuentran: canales de K+ dependientes de A TP, canales de K+dependientes 

de Ca++, canales de K+ activados por Na+ y canales de K+ dependientes de voltaje. 

Los canales de potasio dependientes de voltaje son además sub·divldidos en base a sus 

características de apertura en: 

a) Canal de K+ tipo A, el cual se activa e inactiva rápidamente por depolarización de la 

membrana. 

b) Canal rectificador tardío, el cual se activa lentamente. 

c) Canal de rectificación Interna, el cual abre cuando la membrana está hiperpolarizada. 
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H) 10XINAS QUE Ac:nJAN SOBRE CANALES DE POTASIO 

Numerosas neurotoxlnas han sido ldentlllcadas y purificadas a partir de diferentes especies 

de venenos, las cuales alteran selectivamente la operación de ciertos tipos de canales de 

potasio. Estas toxinas tienden a ser utllizadas como auxlllares en la purlflcación y 
caracterización de canales l6nicos. Las caracterisUcas comunes de las toxinas que bloquean 

canales de potasio son, su carga básica, estabilización por puentes disulfuro intramolecular y 

baja masa molecular. 

Entre estas toxinas encontramos a: 

~Apamina, es un polipéptido tóxico de 18 aminoácidos con dos puentes disulfuros aislado a 

partir del veneno de la abeja Apis mellifera. Es el único polipéptido neurotóxico que se 

conoce que atraviesa la barrera hematocncéfallca. Mediante análisis elcctrofisiológicos de 

voltaje sostenido se ha demostrado que la apamlna a bajas concentraciones bloquea 

especiflcamente canales de K+ dependientes de Ca++ en células diferenciadas de 

neuroblastoma ( Hugues M. y cols. 1982). 

-Caribdotoxina (ChTX), esta toxina es un componente menor del veneno del alacrán 

Lciurus quinquestriatus hebraeus, la cual bloquea reversiblemente canales de potasio 

activados por Ca++ de alta conductancla (maxi canal) en músculo esquelético, en una 

reacción blmolecular (Mlller C. y cols. 1985). En cerebro de rata existen dos sitios de unión 

para ChTX, uno de alta y otro de baja afinidad (Schwelt y col. 1989). Bloquea canales de 

potasio presentes en sarcolema aortico de bovino (Garda.Calvo y cols. 1991). La ChTX tiene 

una alta concentración de residuos básicos en la porción carboxilo tenninal, marcando esta 

reglón como un potencial slllo de interacción con el canal de K+ activado por Ca++ (Gimenez­

Gallego y cols. 1988). La ChTX es desplazada de receptores en membranas plasmáticas de 

cerebro de rata por la CI-dendrotoxina y la NTX (Vázquez J. y cols 1990). 

-Iberioloxlna (lbTX) consta de una sola cadena polipeptidica de 4.3 kOa. Es un bloqueador del 

canal de potasio activado por Ca++ de alta conductancia fué aislada del veneno del alacrán 

Buthus tamulus, representa menos del 1% de la proteína presente en el veneno crudo del 
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alacrán. En ensayos eleclrof1Siológla» la lbTX bloquea de manera reversible el canal de alla 

cond.uctancla de k• activado por Ca•• en membranas de músculo liso de aorta de bovino 

(Calvez A. y cols. 1990). Bloquea el snaxl-canal con alta afinidad ocluyendo el lado exlemo 

de la boca del poro y Ja interacd6n es fuertemente Influenciada por interacciones 

electrosláticas (Clangiacomo K.M. y cols. 1992). 

-Kallotoxlna (KTX), un péplldo bloqueador del canal de polaslo de alta conductancla 

activado por Ca++. Purificado del veneno del alacrán Androctonus mauretanicus 

mauretanicus. Es un péptido de cadena sencilla formado de 37 aminoácidos con un peso 

molecular de 4k0a, el cual presentl una homología estruclural con ChTX de un 44% de un 

52% con NIX y un 44% con lbTX (Crest M. y cols. 1992). 

-Leiurotoxina 1 (Scyllatcxina) es un polipéptido de 31 aminoácidos con un peso molecular 

de 3.4 kDa aislado del veneno del alacrán Uiurus quinquestriatus hebraeus, representa 

menos del 0.02% del total de proteínas presentes en el veneno crudo. A pesar de no mostrar 

simlliludes en la secuencia de aminoácidos con la apamina, tiene propiedades fisiológicas y 

de unión similares a aquellas encontradas para la toxina del veneno de abeja (Chicchi G. y 
cols 1988, Auguste 1990). 

-Margatoxlna (MgTXl es un péptido inhibldor de canales de K• purificado del veneno del 

alacrán Centruroides margaritatus, su estructura primaria consta de 39 aminoácidos 

presentando una gran homoJogia en la secuencia con otras toxinas de K•· Presenta un 44% 

de homología con la ChTX, un 41% con lbTX, un 54% con KTX y un 79% con NTJ(. Es 

interesante notar que algunos de los residuos cargados que muestran ser importantes en la 

interacción de ChTX con el maxi--anal de K+ son conservados en MgTX, en particular Lys27 

(Garcla-Calvo y cols. 1993). 

-Noxlustoxlna (NTX) es un péptido de 39 aminoácidos con un ~ molecular de 4kDa 

aislado del veneno del alacrán Qnlruroüles noxius Hoffman (Possanl L.D. y cols. 1982). 

Representa cerca del 1% del total de proteínas presentes en el veneno crudo. 

La relevancia de Ja NTX independientemente de su actividad sobre diferentes tipos de 

canales de K•, es de tipo histórico, ya que fué la primera toxina péptldica aislada y 
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caradertzada con adlvldad sobre canales de potasio (Carbone E. y cols. 1982, Possani L.D. y 
cols.1982). 

La NTX bloquea canales de K+ dependientes de voltaje de manera reversible en 

preparaciones de axón gigante de calamar (Carbone E. y cols. 1982). Asimismo se ha 

reportado su efecto sobre canales de K+ activados por Ca++ en músculo esquelético. En estas 

preparaciones la NfX compite con la ChTX simultáneamente por el mismo canal tónico. 

Ambas toxinas solamente son efectivas cuando se añaden a la cara externa del canal 

reincorporado en bicapas planas (Valdivia H. y cols. 1988). Además de competir por el sitio 

de unión a ChTX en músculo esquelético, la NTX desplaza totalmente la unión de 

Lelurotoxina m (Valdivia H. y cols. 1992) y compite por el sitio de unión a Dendrotoxina 

DTX (ver pág. 12)(Harvey A.L. y cols. 1992) en membranas slnaptosomales de cerebro de rata. 

Los datos obtenidos en experimentos realizados con pfptldos sintéticos correspondientes a 

diferentes fragmentos de la NrX sugieren fuertemente que Ja porción amino terminal de la 

toxina es determinante en su efecto tóxico a mamíferos (Gurrola C. y cols. 1989). 

Complementando estos estudios se hicieron ensayos electrofislológkos sobre canales de K+ 

activados por Ca++ de baja conductanda obtenidos a partir de células end~tellales, donde se 

confinn6, utllizando los mismos péptldos sintéticos, que la región amino terminal de Ja 

toxina es esencial en el bloqueo específico de este tipo de canal. El pépUdo sintético 

correspondiente a la región e-terminal no presentó ningun efecto (Vaca L. y cols. 1993). 

La NTX ha sido uttllzada en el aislamiento de un canal de K+ del axón gigante de calamar 

Lo/igo vulgaris, el cual posteriormente fué reconstituido por la técnica de bicapas planas y 

mostrada su actividad (Prestlpino G. y cols. 1989). 

Además de estas toxinas existen otros péptidos mejor conocidos por su actividad de 

fosfollpasa, que también presentan algun tipo de efecto sobre canales de potasio. Entre estos 

se pueden mencionar a: 

-(J-Bungarotoxina (J}·BTX) y sus isoformas, las cuales fueron aisladas por Chang y Lec en 

1963; son los miembros mejor conocidos de la familia de toxinas neurotoxkas con actividad 

de fosfollpasa. La fl-bungarotoxina es una proteína básica de una masa molecular de 21 kDa y 
consta de dos subunldades de masa molecular de 14k0a y 7kDa, unidas por un puente 

dlsulfuro. La subunidad de 14 kDa es una fosíolipasa del tipo A2 dependiente de Ca•+ y la 
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subunfdad de 7 kDa, tiene la secuencia de aminoácidos similar a una secuencia conservada 

en algunos lnhlbJdoR!S de proteasas (Rehm H. 1991). La P..bungarotoxlna bloquea canales de 

K+ en cuerpos celulares de nervios sensores Wetersen y cols. 1986). 

-Crotoxina, notexina y taipoxlna. Las fosfolipasas neurot6xicas crotoxina, notexlna y 

talpoxina pueden actuar sobre canales de K+ dependiente de voltaje; sus efectos en unión 

neuromuscu1ar son similares a las de la P,.BTX (Oreyer P. and Penncr R. 1987). Sin embargo, 

estos canales de K+ son diferentes de aqueJJos afectados por 13-BTX, ya que la crotoxlna, 

talpoxlna y notexlna no Inhiben Ja unión de p..erx. 

-Dendrotoxfna (DDO. Las dendrotoxinas son una familia de péptidos básicos de una masa 

molecular de 7kDa aisladas del veneno de las serpientes mamba verde Dendroaspis 

angusticeps y Dendroaspis polylepis; estos péptidos pueden modular un tipo de canal de 

potasio sensible a voltaje en membranas neuronales. La DTX presenta una extensa 

homologla con la cadena de 7 kDa de otra toxina preslnápllca, la ll-bungarotoxlna (jl-BTX) 

(Mehrahan F. y cols. 1984, Mul\IZ Z. y cols. 1990). El veneno de la especies Dendroaspls 

contiene una variedad de lsofonnas de dendrotoxina entre las que se encuentran la ~ JJ, yy 

o dendrotoxlna (en el veneno de D.angusticeps). La dendroloxlna 1 (D. poly/epis) actúa sobre 

el canal de K+ activado por calcio (maxl canal) en músculo esquelético de rata (Lucchesi I<. 

and Maczydlowkl E. 1990). 
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2. CARACTERIZACION QUIMICA DE PROTEINAS 

A) ANAUSIS DE AMINOACIDOS 

Una vez obtenida una proteína en estado puro se procede al análisis de la composición de 

aminoácidos. Este estudio permite calcular el peso molecular mínimo de la prote(na, Ja 

composición molar de cada aminoácido en la protefna y establecer una estrategia adecuada 

para la obtención de la secuencia completa de aminoácidos. 

AJ hidrolizar una proteína bajo un calentamiento en HCI 6N al vado a 110 oc (condiciones 

comúnmente empleadas), las cantidades de serina, treonlna, valina, isoleucina, metlonina, 

tlrosina, triptofano, cisterna presentes en el hidrolizado pueden diferir de la cantidad real en 

Ja proteína antes de hidrolJzar. Los aminoácidos asparaglna son desamfdados y se 

transforman en ác. aspártico, mientras que glutamina es desamidada a glutámlco. Las 

diferencias son pequeftas para algunos de estos ámtnoacidos, pero grandes para algunos 

otros. Afortunadamente, se pueden corregir muchos problemas sf una muestra control es 

hldrollzada bajo las mismas condiciones que la muestra experimental. 

El método más preciso para el análisis de serlna, treonina y tirosina en proteínas es 

hldrollzar la prote!na a diferentes tiempos (por ejemplo 24, 48 y 72 hrs.) y extrapolar los 

valores al tiempo O (Glazer A.N. y cols 1975), mientras que para los aminoácidos de cadena 

lateral hidrofóbica larga como isoleucina, leucina y valina son extrapolados a tiempos 

prolongados. Las cisternas son oxidadas con ác. perfónnfco y analizadas como ácido dsteko, 

mientras que el triptofano es analizado después de una hidrólisis alcalina(Moore·1964). 

Durante Ja hidrólisis ácida de proteínas la lsoleucina es liberada más lentamente que otros 

aminoácidos debido al impedimento estérko presentado por su cadena lateral. Los enlaces 

lle--Jle son particularmente resistentes a hidróllsis y su rompimiento es cercano al 50% en 

24h a 110oC, Los valores de ác. aspartico y asparagtna, ác glutámico y glutamina son 

reportados de manera conjunta ya que es imposible por este método diferenciar uno de otro. 

B ) SECUENCIA DE AMINOACIDOS 

Cuando se estudia la función de una proteína y su relación estructura·función, el 

conocimiento de Ja secuencia de aminoácidos es esencial. El conocimiento de Ja estructura 
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de las proteínas ha sido indispensable para un entendimiento en términos moleculares de 

muchos procesos Hsio16gicos. La mayoría de las delenninadones de secuencias de 

aminoácidos en prolefnas en el presente utilizan la degradación con fenilisotiodanato del 

método de Edman, en el cual los residuos de aminoácidos son rotos uno a la vez del 

extremo amino terminal de la proteína o de los fragmentos de péptidos (Edman 1970). Los 

aminoácidos liberados son identificados como fenlltiohidantolnatos o derivados liberados. 

Las secuencias completas de pequeños poltpéptldos pueden ser determinadas por 

degradación secuencial partiendo del extremo amino terminal hasta el extremo carboxflo 

terminal. Para poUpéptidos de cadena larga se requiere et rompimiento en sitios específicos, 

la separadon de los péptldos resultantes y la detenninad6n de la secuencia de cada péptido. 

Con polipéptidos muy grandes, este método de rompimiento produce me7.Clas complejas de 

péptidos y el aislamiento de todos estos puede presentar considerables dificultades. Los 

fragmentos largos resullantes son separados unos de otros y sus secuencias determinadas. 

Después de la subfragmentadón en pequeños péptidos, los fragmentos son alineados con 

Ja ayuda de sobrelapamiento de péptidos de diferentes dlgesHonesde la prole(na. 

La experiencia revela que para evitar errores es preferible determinar cada parte de una 

secuencia de aminoácidos más de una vez, asegurarse que la secuencia total deducida sea 

consistente con la estructura primaria de alguna otra proteína con actividad semejante o al 

menos con Ja composicl6n de aminoácidos de éste péplido (Allen G. 1983). 

En resumen los pasos requeridos para la determinación de la secuencia completa de 

aminoácidos son: 

-Análisis de aminoácidos. 

-Rompimiento especifico de la cadena pollpéplidica por al menos dos diferentes métodos. 

~Aislamiento de péptidos de mezclas resultantes del rompimiento usando métodos de 

detecd6n disponibles. 

-Deducción de la secuencia de los fragmentos pept!dlcos obtenidos en las hldr61lsls y 
digestiones. 

La pi:-oteina debe de estar por lo menos en un 95% pura en base a peso. La cantidad de 

prote(na requerida para la completa determinación de la secuencia depende de muchos 

factores. El tamaño de Ja molo!cula es el principal factor, asl romo la disponibilidad de un 

analizador de aminoácidos de alta sensibilidad y para mayor rapidez, un mlcrosecuendador: 

automático de péptidos. 
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11.· ANTECEDENTES 

La caracterlzact6n tanto bioqufmlca como funcional de los componentes protekos del 

veneno del alacrán Centruroides noxius ha arrojado datos muy importantes en el estudio 

de la diversidad biológica de las toxinas y también ha contribuido al estudio del mecanismo 

molecular de los canales lónlcos. 

Dentro de este grupo de toxinas espedficas para canales de potasio se encuentra ta 

noxiustoxina (NTX) descrita en la sección 1.1.H de esta tesis. 

La presencia de péptldos semejantes a la NTX dentro del veneno de C.noxius íué descrita 

inicialmente durante el trabajo de caracterización de la NTX CPossani L.D. y cols., 1982), de 

donde se logro obtener Ja secuencia N-termlnal de un péptido llamado Il· 10-2 el cual 

mostró gran homología con la noxiustoxina. Posteriormente con Ja ayuda de CLAP durante 

la purificación rutinaria de NTX en el laboratorio del Dr. Possanl, la M. en C. Georgina 

Gurrola logró aislar y obtener la secuencia N-tenninal de otros dos péptidos homólogos a 

NTX (datos no publicados). Estos péptldos homólogos han sido detectados aún en venenos 

de otras especies como es el caso de Centruroides limpidus limpidus (Fernández J.A. 1992, 

Martln B.M. y cols. 1992 datos no publicados). 

La presencia de una familia de péptfdos con actividad sobre diferentes tipos de canales de 

potasio no es exclusiva del género Cenlruroides. En el veneno del alacrán Leiurus 

quinqueslrialus se halla presente una familia de siete péplldos que tienen acllvldad sobre 

diferentes tipos de canales de potasio; de igual íonna cinco de los componentes aislados del 

veneno del ala.crán Tilyus serrulatus (Ts) bloquean canales de K+ (Blausteln M. y cols. 1991). 

Asimismo, anteriormente se había descrito el aislamiento de tres péptldos presentes en el 

veneno de la serpiente Dendroaspis angusticeps, que muestran una gran homología con la 

secuencia de aminoácidos de la toxina bloqueadora de canales de potasio del mismo 

veneno a-dendrotoxina (DTX) (Muñlz Z. y cols. 1990). 
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111.· OBJETIVOS 

El objetivo general de este estudio fué el aislamiento y caraderización de péptldos 

semejantes a Ja Noxiustoxinll del veneno del alacrán Centruroides noxius. 

Para lograr tal objetivo se Jlenmn a cabo los siguientes objetivos específicos: 

• Aislamiento de los componentes protekos del veneno lotal del alacrán Centruroides 

noxius que presentaron nma:ión cruzada en fnmunoensayos con la noxiustoxina CNTX). 

• De los péptidos aislados, se determinó su composición química y secuencia de 

aminoácidos. 

- Se realizaron pruebas del efecto del péptido NTX-2 sobre la unión al receptor a NTX en 

membranas de cer1'bro de rata (P 3). 

• Se realizaron ensayos de toxicidad sobre diferentes especies de animales. 
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IV.-MATERIAL Y METODOS 

!) MATERIALES 

Los ratones empleados en los bioensayos, fueron de la cepa BALB·c, machos de 

aproximadamente 20 gr. de peso. Las ratas utllJzadas en la obtencion de membranas 

cerebrales fueron ratas albinas de aproximadamente 400 gr de peso. 

Todos Jos compuestos empleados en la CLAP fueron de grado reactivo, de la compañia 

Pierce. Los reactivos empleados en Ja preparación de solucJones amortiguadoras fueron de 

la marca J.Baker. 

2) PURIFICACION DE PEPTIDOS SEMEJANTES A LA NTX 

A) Obtención del veneno 

Los alacranes colectados en el estado de Nayarit (México), fueron anestnsindos con C02 y el 

veneno obtenido por estimuladón eléctrica de los telsons. El veneno fué recuperado en 

agua bfdesttlada centTifugado por 10 min. en un centrifuga Beckman J2·21 equipada con un 

rotor JA20 operada a 15000 rpm. El sobrenadantc fué juntado, lloílllzado y guardado a -20<>C. 

Bl Cuantificación de prolelna 

La cuantificación de protelna durante todos los ensayos realizados en este trabajó se basó en 

la medición de la ilbsorctón de la luz UV por la solución proteica a una longitud de 280 nm, 

a través de una celdilla de cuarzo de 1 cm de camino óptico en un espectrofotómetro 

Beckman, asumiendo que 1 unidad de absorbancia es igual a 1 rng/ml de proteína. Muchas 

proteínas exhiben un máximo de absorción a 280 nm, Jo cual es atribuible a los grupos 

fenóllcos de tirosina e indóJico de triptofano. 

C) Métodos cromatográficos de purificación 

Filtración molecular 

En Ja primera etapa de purificación, se ut11izó una columna (3x200 cm) de Sephadex G-50 

medio, Pharmacia Fine Chemfcals (Uppsala, Suecia). Empacada por graved;id y corrida a 
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presión constante. La muestra aplicada fué disuelta y eluída en una solución amortiguadora 

de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. 

lntercámblo lónlco 

a) En el siguiente paso cromatográfico se utilizó una columna (0.9x30 cm) que emplea 

carboxlmetll celulosa (CMC-32) de Wathman (Ollton.NJ.VSA) como soporte. Equlllbrada 

con una solución de .:elato de amonio '2.0mM, pH 4.7. eillyendo con un gradiente salino de 

NaCI de O a 0.5 M en un volwnon t-1 de SIOOml. hn lograr la formad6n de un gradiente 

continuo se emplearon unos v.ase conunlcantes. Se mantuvo la presión constante 

empleando IDYI bmnba perild1tia .;tel tipo Mlllon Roy. Al térmll1o del gtadimte salino, se 

hizo pasar una .sólución de NaC UM para despegar cualquier proteína que permaneciera 

adS<Jl"blda a la nSlna de la..,,,,_. 
b) Se utill.16 una segunda CB'lumna cromatográHCa de intercambio tónico empleando el 

mismo tipo de resina. En.- <DCaSlón la muestra previa diálisis fué aplicada y elulda con 

una solución amortiguadora de fosfato de sodio SOmM pH 6.0, eluyendo con un gradiente 

salino de O a 038 M de Naa en la misma solución amortiguadora. 

Cromatogralia liqlilda de alta praión (CLAP) 

Como siguiente i-o cromatográflco, los péptidos seleccionados por ELISA, fueron pasados 

a través de cromatografía liquida de alta presión (CLAP) en un cromatógraío Beckman en el 

cual se utilizaron columnas semlpreparaUvas y/o preparativas de fase reversa C4 y C18 

(Vydac de 250 x 15 mm). 

Las soluciones empleadas como fase móvil fueron: 

Solución A: Agua con 0.12% de ác. trilluoroacético (TFA) 

Solución B : Acetonltrllo con 0.1 % de TFA. 

La eluclón de los componentes se realizó bajo un gradiente lineal de O a 60% de B en 60 

minutos con una velocidad de flujo de 2 ml/mln. La longitud de onda utilizada en el 

detector fué de 230 nm. 

Algunos péptldos elufdos por CLAP no se obtuvieron de forma homogénea, por lo que fué 

necesario recomatograflarlos por CLAP a concentración constante de soluciones eluyentes 

(eluclón lsocrátlca). 
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3) ENSAYO INMUNO ENZIMATICO (ELISA) 

La busqueda de los péptldos semejantes a NTX a través de Jos pasos de purificación se 

realizó mediante el empleo de anticuerpos poUclonalcs y monoclonales levantados contra 

NTX en un ensayo lnmuno enzimático CELISA). En el laboratorio contamos con seis 

anticuerpos monoclonales que reconocen a Ja NTX. Estos anticuerpos fueron preparados 

po'r Rafael Saavedra, Georglna Gurrola, Fernando ZamudJo y Pascal Herfón en el 

laboratorio del Dr. Possanl, y fueron denominados BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16, 

BNTX 18 y BNTX 21 <Trabajo no publicado). As! mismo, se obtuvieron los anticuerpos 

pollclona1es Inyectando ratones por via intraperitoneal con NTX. 

los anticuerpos monoclonales utilizados durante el seguimiento de la purificación de los 

péptldos semejantes a NTX reconocen ep(topes muy cercanos o sobrelapados ya que estos no 

pueden unJ~ simultaneamente a la toxina presumiblemente por impedimento estérico., 

de acuerdo a los datos obtenidos en ensayos Jnmuno enzimáticos {ELISA) de competencia. 

Sin embargo, ulllizando péplldos sintéticos correspondientes a diferentes reglones de lo 

estructura primaria de la NTX; se ha podido demostrar que Jos Ac monoclonales tienen 

distintos epltopes especlflcos. As! se pudo localizar el (los) epltope(s) para los .Ar: 

monoclonales BNTX-18 y 21 en la reglón 11-31 de la toxina- Los resultados obtenidos en 

estos experimentos sugieren que la unión de los Ac monoclonales a la toxina es altamente 

dependiente de la conformación de la molécula. Todos estos datos fueron obtenidos durante 

la caracterización de la especificidad de los Ac monoclonales en el laboratorio del Dr. 

Possanl por parte de Georglna Gurrola y colaboradores {datos no publlcodos). 

El procedimiento general uUlizado en este ensayo fué el slglucnte: 

- En una placa de pollvlnllo de 96 pozos (COSTAR,Broadway Cambridge,USA) se pusieron a 

Incubar toda la noche a 4"C los péptidos problema (IOO¡d a una concentradón de 1 µg/ml en 

una solución de carbonato de sodio 20 mM pH 9.4). 

- Se lavó 5 veces con la solución de lavado (solución amortiguadora de fosfato de sodio 20 

rnM, 0.15 M NaCI pH 7.4 (PBS), 0.05 3 de Tween 20 y O.Ol3 mertlolato). Este procedimiento 

futl repetido después de cada paso de Incubación. 

- Después de bloquear Jos sitios de unión Jnespeciffca con albumina sérlca bovina (BSA) al 

13 en PBS (4 h a temperatura ambiente), se colocó el primer antlcuerpo(Ac) (pollclonal o 

monoclonal según las necesidades) de ratón anfi-NTX diluido en una solución de PBS 
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20mM, BSA al 1% y 0.1% deTween 20 a una concentración de 3µg/mlagregando 100 µI por 

pozo e Incubando 2 h a 37ac. 

- La unión especifica de este Ac fué revelada utilizando un segundo Ac policlonal de conejo 

anti IgG de ratón, el rual lleva acoplado una enzima peroxidasa. Diluido en una proporción 

1:3000 (v/v) con la misma solución eon que fué diluido el primer Ac, el segundo Ac fué 

Incubado por 2 ha 37 ac. El substrato cromógeno utilizado fué Ortofenildiamlna (OPD) (0.4 

mg/mll y H,O, al 30% (0.4 µl/mi), diluidos en una solución de fosfato de sodio IOOmM pH 

5.0. Se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente y se detuvo la reacción con HCI 6N 

(50µ1). 

- Por último se obtuvo la lectura de la absorbanda a una longitud de onda de 490 nm en un 

lector de ELISA BIORAD Mod. 2250 EIA Reader, USA. Estos ensayos fueron realizados por 

triplicado en dos diferentes experimentos con sus respectivos controles. 

4) ANALISIS DE AMINOACIDOS 

Aproximadamente 4µg (1 nmol) del péptido liofilizado NTX-2 fueron hidrolizados con 

vapores addos, al calentar a t tOoe (por 24 y 48 h) t mi de Ha 6N en una cámara de reacción 

libre de O,. Para lograr una atmósfera Ubre de 0 2, se hlzó pasar N, por Ja cámara de reacción. 

Una gota de fenoJ al 5% fué a.J\adida a cada muestra con el fin de proteger a algunos grupos 

lábiles durante la hidrólisis ácida. Después de Ja hidrólisis las muestras fueron enfriadas y el 

ácido fué removido por evaporación en un concentrador Savant. 

Posteriormente la muestra fué puesta en el analizador de aminoácidos System 63006 Hlgh 

Performance Analyzer Beckman USA. 

La cantidad de cada aminoácido fué determinada por integración del área bajo la curva, 

teniendo como referencia una muestra estándar. 

5) SECUENCIA DE AMINOACIDOS 

Para obtener Ja secuencia de aminoácidos de éstos péptldos se siguieron dos estrategias: 

- Tentativa de conseguir Ja seruenda completa a partir de la porción amino terminal del 

péptldo completo. 

- Generación de fragmentos pq,tidicos mediante el empleo de digestiones enzimáticas o 
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hidrólisis química, y secuenciando cada fragmento. 

La proteina y los fragmerilos generados fueron secuenciados en un aparato ProSequencer, 

modelo 6400/6600 MilliGen/Biosearch,(USA). Este aparato realiza automáticamente la 

reacción de Edman, que consisle en el pegado covalente del fentlisotiocianato a aminas 

libres del péptido a secuenciar. En condiciones ácido-acuosas se libera el aminoácido del 

extremo amino-terminal, por ruptura del enlace peptídlco. El aminoácido liberado está en 

forma de un derivado tioazolinona-amlnoácido que en presencia de TFA se convierte a 

feniltlohtdantoina-aminoácldo {PTH-aminoácido). El PTH-arninoácido es separado por el 

cromatógrafo CLAP acoplado al ProSequencer. Este proceso se repite en forma secuencial y 
automática. Pennltiendo de esta forma determinar la secuencia de aminoácidos de las 

protefnas o péptidos en cuestión. 

A) Reducción y alqullaclón de toxinas 

En ambas opciones fué necesario reducir y carboxlmelilar la muestra, bajo el siguiente 

protocolo: 

La proteína liofilizada se resuspendió en 100 µi de amortiguador Trls-HCI 200 mM(EDTA 

lmg/ml) en cloruro de guanidina 6M, ajustando a un pH de 8.6 con HCi. La reducción se 

llevó a cabo con dlthiotreitol CDIT) (0.5 mg DIT / mg prote(na), burbujeando N, para 

eliminar el 02; se dejó incubando a SSoC por 45 minutos. Se agregó ác. lodo-acético (un 

exceso de 100 veces la cantidad de residuos de dstelna) y se dejó incub.1ndo por 30 minutos. 

La proteína alquilada se purificó de la mezcla de reacción a través de una coJumna (30 x 0.2 

cm) de Biogel P-30 (Bio-Rad Laboratorles, Rlcmond Cai.,USA) eluyendo con ác. acético al 

20% en agua. La muestra fué secada en un concentrador al vacío (Savant), quedando lista 

para continuar su caracterización. 

B) Digestion e hidrólisis 

- Hidrólisis con bromuro de cianógeno 

Cerca de 30 µg del péptido NTX-2 reducido y alquilado fué disuelto en ác. fórmico al 70% y 

bromuro de cianógeno lmg/ml. Se incubó por 2 h protegido de Ja Juz a temperatura 

ambiente . Posteriormente se evaporó el DrCN con flujo gaseoso de nitrógeno (N2). 
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-Digestión triplica. 

Aproximadamente 30 µg de muestra fueron disueltos en 500µ1 de bicarbonato de amonio 

lOOmM pH 7.8. Se agregó tripsina grado reactivo (Boehhringer Mannhelm,Germany) 

diluida en HCI O.lM a una concentración de 5µg/100µg de muestra, incubandose por espacio 

de 4 ha 37oc. Después de purificar tos diferentes fragmentos obtenidos en la hidrólisis y 

digestión por CLAP se pasaron a secuencia. 

6) ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTO DE LA UNION DE [ "'i]NTX A P 3 POR LA 

NTX-2 

Al Iodación de NTX y NTX-2 

Los péptidos NTX y J\,t'fX·2 fueron marcados radioactivamente con (t:!SJ] (2,l(XJ Ci/mmol; 

ICN Biomedicals,Costa Mesa,CA,USA), por el método de lactoperoxidasa de Morrison M. y 

Baysen G.S. (1970). Aproximadamente 30µg de cada péplido fueron disueltos (150 µI de una 

solución amortiguadora de fosfato de sodio O.lM pH 7.4) y puesto a reaccionar con 0.25 U.t. 

de Jactoperoxldasa (Sigma, Smg/ml, 385 u/mil y lmCi de [ 12'J)Na. 

Se hicieron adiciones continuas de 3µ1 de H20 2 SmM y Jactoperoxidasa a Jos tiempos O, 5, y 

10 minutos de reacción a temperatura ambiente parando la reacción a Jos 15 minutos. 

Los péplldos marcados fueron separados del [ 12.51) libre por medio de una columna (0.5 x 8 

cm) de Sephadex G-15 equlllbrada con Ja misma solución amortiguadora. La radioactividad 

especmca fué determinada contando pequeflas alicuotas (5µ1) de cada una de las muestras 

preparadas en el contador gamma LKB wallac 1275. 

Bl Preparación de membranas de cerebro de rata (P 3). 

La preparación de membranas de cerebro de ratas, conocida como fracción P 3 (mezcla de 

mitocondrias, sinaptosomas y restos de membranas) fué realizada de acuerdo a Ja técnica 

descrita por Catterall W. A. y cuis 1979, con ligeras modificaciones. 

Los cerebros de 6 ratas albinas fueron removidos y homogenizados en una solución 

amortiguadora hia de Tris-HCI SmM, pH 7.4 conteniendo 0.32M de sacarosa e inhibidores 

de proteasas (O.lmM iodoacético, lmM 1-10 fenantrolina, lnM pepstatina A y lµM 

leupeptina). El homogentzado resultante fué centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. El 

sobrenadante fué guardado y el sedimento fué resuspendido en 10 mi de Ja misma solución 
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0.32M Tris·HCI y sedimentado a 1000 x g por 10 minutos. Los dos sobrenadantes fueron 

mezclados y centrlfugado·s a 17,000 x g por 60 min. El sobrenadante fué descartado y el 

sedimento resuspendido en un volumen final de 10 mi en la misma solución 

amortiguadora. Se hicieron alicuotas de 500µ.l y se congelaron a -70rC hasta su uso. 

C> Curvas de desplazamiento 

Para el análisis del efecto Inhibitorio de la unión de (1251)NTX a su receptor por parte de la 

NTX·2 íué preparada una curva empleando concentracio~es de NTIC·2 que fueron desde 1.0 

nM hasta JO µM y para NTX fué de JO pM a JO nM, utilizando concentraciones de 50 y JOO 

pM de [ 125l)NTX para ser dezplazada. Las diluctones de estas toxinas fueron hechas en una 

solución amortiguadora deTris-HCI 20mM,pH 7.4 con 50 mM de NaCI y O.J% de BSA. 

Durante Ja preparación de las mezclas de reacción se mantuvo la temperatura a 4oC en un 

baño de hielo, esto fué necesario, ya que ta cinética de estos experimentos es dependiente de 

temperatura. 

En tubos de poliestireno se colocaron 5 µI de P 3 (85 µg de proteína), [ 12SJ)NTX ( 50 - JOOpM) 

y NTX-2 en el rango de concentraciones antes mencionado; para obtener un volumen final 

de 500 µI se aforo con la solución amortiguadora antes descrita. El tiempo de incubación fué 

de 45 minutos a temperatura ambiente. Las membranas fueron colectadas Inmediatamente, 

después del término del período de lncubacl6n en rtltros de fibra de vidrio (Whatman 

CF/C , previamente tratados con polietilenimina al 5 %) y lavados ( Tris-HCI 20 mM pH 

7.4,con JOOmM de NaCI) en un sistema de filtración al vado Brandel Caithersburg, USA. 

Por último se cuantificó la cantidad de radioactividad en cada muestra en un contador 

gamma LKB Wallac J275. 

7) BIOENSA YOS 

Se probó la toxicidad del péptido NTX-2 sobre mamiíeros (ratones), inyectando dos 

concentraciones (100 y 200 µg) por vía intraperitoneal. Además se ensayó sobre crustáceos 

(acodles) e insectos (grillos) inyectando 30µg de péptido en el tercer segmento de la parte 

dorsal del animal. 
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION 

A.- PURIFICACION DE PEPTIDOS SEMEJANTES A LA NTX. 

la purificación es el paso inicial en el estudio de actividad, estructura o relación estructura­

función de una proteína. Durante Jos pasos de purificación cierta cantidad de proteína es 

pérdida, por Jo cual es recomendable minimizar el número de pasos a usar. Sin embargo, el 

minimizar el número de pasos, muchas veces va en detrimento de la pureza de Ja proteína. 

Para separar moléculas de una mezcla, la bioquímica aprovecha diferencias entre ellas que 

pueden ser explotadas. Tales diferencias pueden ser en tamaf'io, masa, carga eléctrica o 

afinidad por otras moléculas. 

Considerando Ja limitada cantidad de veneno que un escorpión puede inyectar y el 

dramático cuadro clínico que puede resultar de un simple piquete, es obvio que el veneno 

del alacrán debe contener componentes altamente activos cuya purificación se hace 

necesario cuando se desea detenninar su estructura y elucidar su modo de acción. 

La purificación de Jos polipépidos tóxicos que constituyen el veneno de los alacranes 

Implica una cierta dificultad. Esto se debe a Ja presencia de ciertas moléculas con peso 

molecular muy semejante y con propiedades füicoqufmlcas muy parecidas. 

La presentación de Jos resultados se hará de acuerdo a las tres estrategias empleadas durante 

el desarrollo del trabajo de purificación. 

PRIMERA ESTRATEGIA 

La primera estrategia a seguir fué la de purificar los péptidos análogos a NTX en base al 

reconocimiento por anticuerpos empleando los procedimientos tradicionales de 

purificación a través de cromatografía en columnas de filtración molecular, Intercambio 

Jónico y subsecuentes separaciones por cromatografía liquida de alta presión (CLAP). 

El trabajo de purificación se inició con 390 mg de veneno total soluble el cual se aplicó a 

través de una columna de Sephadex G-50 medio en un amortiguador de acetato de amonio 

20mM pH 4.7, dando un patrón cromatográfico característico para el veneno de C. noxiu.s 
(Figura 1). Esta cromatografía se repitió varias veces con resultados muy semejantes. 
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Figura l. Filtración en Sephadex G-50 medio del veneno total de C. noxius. 

En una columna (3 x 200 cm) de Sephadex G-50 medio equilibrada con un amortiguador de 

acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 se aplicaron 6 mi de veneno soluble de C.noxius (390 mg). 

La velocidad de flujo fué de 58 ml/h y las fracciones colectadas de 5.8 mi cada una. Las lineas 

horizontales Indican Jos cortes que se hicieron. La eficiencia de recuperación fué del 85\\\. De 

la cantidad de muestra recuperada correspondlo el 6.93 a la FI, 75.5\\\ a Ja FJI, 11.5 3 a la Fill 

y 6.0\\\alaFIV. 
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La fracción 1 conlfene componentes de allo peso molecular Chialuronidasa entre otros) y la 

fracción 111 contiene péptidos de bajo peso molecular y otros derivados aminados Ubres, la 

composición de la fracción IV no ha sido determinada. 

la fraccdón 11 corresponde a componentes de 3 a 15 kDa de peso molecular. En la fracción 11 

se encuentran los péptidos que presentan efectos tóxicos sobre mamfferos, las fracciones 1 y liI 
no son tóxicas en ratones a concentraciones de aproximadamente 120 µg/20 g de peso 

(Possani L.D. y cois. 1981). 

la F 11 fué recromatografíada a través de una columna de intercablo iónico. Se procesó un 

tolal de 250 mg de Fii en cuatro diferentes apllcadones en una columna de carboximetil 

celulosa (CMC·32) equilibrada con una solución amortiguadora de acetato de amonio 20mM 

pH 4.7, eluyendo con un gradiente salino de O a 0.5 M de NaCI. Al ténnino del gradiente se 

hizo pasar una solución 1 M de NaCJ en el mismo amorUguador para despegar posibles 

componentes que pudieran pennanecer adheridos a la resina. Bajo estas condiciones, se 

obtuvieron 14 fracciones (Figura 2), entre las que se encuentra la F 11 a partir de la cual se 

purifica la NTX. Por ésta razón decidimos hacer la búsqueda de los péptldos homólogos a 

NTX en las fracdones vecinas. Tomando en conskferaclón el reconocimiento obtenido por 

ELISA con el anticuerpo monoclonal BNTX-16 que se utilizó para Identificar los péptidos 

semejantes a NTX en este patrón cromatográflco, las fracciones se dividierón en dos 

porciones que se trabajaron por separado: la ffi lla (que Incluye únicamente a la fracción 11) 

y la FU !lb (en la cual se agruparon las fra<xiones 12, 13 y 14). Estas fracciones obtenidas a 

partir de 4 aplicaciones de la F JI, se mezclaron de manera homogenca y se 

recromatograf(aron. 

Ambas fracciones fueron aplicadas por separado a través de una columna de intercambio 

iónlco CMC-32 en solución amortiguadora de fosfato de sodio SOmM, pH 6.0 eluyendo con 

un gradiente de O a 0.38 M de NaO. Los perfiles cromatográficos se presentan en la Figura 3a 

y 3b. Las fracciones obtenidas en el patrón cromatogr.lfico de ambas fracciones, lla y llb, 

fueron discriminadas en un ELISA por reactividad cruzada con el anticuerpo monoclonal 

BNTX·16. Posterionnente las fracciones que dieron resultados positivos con el anticuerpo 

BNTX-16 (12 en total, 7 de la Fll lla y 5 de la m llb) fueron analizados con el resto de los 

anticuerpos monoclonales y de aruerdo al porcentaje de reconocimiento obtenido con cada 

uno de Jos anUcuerpos se juntaron en 4 diferentes grupos (dalos no mostrados). 

Estos 4 grupos fueron separados porCLAP en un gradiente de O a 60% de acetonltrllo en 60 
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Figura 2. Cromatografía en CMC-32 de la F Il. 
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En una columna (0.9 x 32 cm) de carboxlmetil celulosa equilibrada con un amortiguador de 

acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 y eluldo bajo un gradiente salino de O a 0.5 M de NaCI. Se 

procesaron 250 mg de Fii en 4 diferentes experimentos, aplicando en cada uno 

aproximadamente 70 mg de muestra dilufda en 3 ml de Ja misma solución amortiguadora, 

con un flujo de operación de 33 ml/h, colectando volumenes individuales de 2.5 ml. Se 

obtuvieron 14 fracciones las cuales se indican con lineas horizontales. De la misma manera 

se muestra el patrón de reconocimiento obtenido por el anticuerpo monoclonal BNTX-16 

Oinea punteada) en un ensayo de ELISA (Para mayores detalles ver Material y métodos). 

De acuerdo al patrón cromatográfico e identificación con el anticuerpo monoclonal se 

hicieron los cortes mostrados por los corchetes horizontales en F 11 a (F 11) y F 11 b( F 12, 13 y 

14).C es el cargado, G inicio del gradiente y W lavado de la columna con !M de NaCI. 
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Figura 3. Recromatografia de las fracciones lla y llb 

Las figuras muestran el pérfil cromatográllco de la Fil lla Ca) y Fil llb Cb). Se utilizó una 

columna de CMC-32 amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.0 bajo un gradiente de O - 0.38 M 

de NaCI, con un flujo de operacion de 30ml/h colectando volumenes de 25 mi en cada tubo. 

Las fracciones obtenidas en el patrón cromatográfico de ambas fracciones fueron 

discriminadas en ELISA por reactivjdad cruzada con anticuerpos monoclonales. De aquí se 

obtuvieron 12 sub-fracciones positivas en el ensayo de ELISA (7 de la F II lla y 5 de la Fil 

llb). 
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minutos en una columna C4 (fase reversa), obteniéndose una gran cantidad de péptidos 

(cerca de 40 en tota1), que dieron resultados positivos en e) reconocimiento por anticuerpos. 

La presencia de 40 péptidos semejantes a NTX en el veneno de C. noxius, nos pareció 

artefactuat. Al comparar los patrones cromatográffco de los 4 grupos de fracciones, se observó 

la presencia de algunos componentes que eluyeron en tiempos de retención muy parecJdos, 

lo cual iba de acuerdo con ta idea de que algunos péptldos estaban presentes de manera 

repetida en más de un grupo de fracciones. Por las razones antes expuestas y tomando en 

consideración el perfil de reconocimiento por Jos seis diferentes anticuerpos monoclonales, 

se mezclaron Jos péptidos con tiempos de retención muy parecidos y se recromatografíaron 

por CLAP en un gradiente de acetonitri1o de O a 60% en 60 minutos. El número total de 

péptldos que en un principio se obtuvieron por CLAP, se redujo a 10 componentes con 

reactfvldad especifica por Jos anticuerpos monoclonales (Datos no mostrados). Sin embargo 

los resultados no fuer_on nada alentadores en cuanto a Jos rendimientos obtenidos, ya que 

finalmente se termino con cantidades muy pequeñas de entre 10-20 µg de cada uno de éstos 

pépttdos .. Estas cantidades fueron insuficientes para tratar de continuar su caracterización. A 

pesar de eJJo se obtuvó Ja secuencia N-tenninal de 3 péptidos que se muestran la tabla 3. 

0.ldo los resultados tan pobres obtenidos con esta estrategia de ir uniendo fracciones con 

caracteristfcas de elución y reconocimiento con anticuerpos homólogos, fué necesario 

modificar algunos pasos para tratar de obtener una mayor canlfdad de material . 

Sin embargo, quedaba claro como concluslón de esta primera estrategia de purificación que el 

veneno de C. noxius contiene un número importante de péptidos semejantes a la NTX. 

SECUNDA ESTRATEGIA 

El procesamiento del veneno se realizó de manera habjtual pasándolo por una columna de 

Sephadex G-50 bajo 1as condiciones antes mencionadas, dando un patrón cromatogáfko 

semejante al mostrado en la figura 1. La Fii se paso por una columna de intercambio fónico 

en acetato de amonio 20mM, pH 4.7, obteniéndose un patrón cromatográfico semejante al 

obtenido en Ja estrategia anterior con algunas diferencias en Ja resolución cercanas al 

volumen de eludón de Ja fracción 10 y fracciones posteriores a ella. Estas diferencias pueden 

deberse principalmente a factores tales como tamafio de la columna, cantidad de muestra 

aplicada, volumen de apJicación, fonnacfón de gradiente, etc. El fraccionamiento de lo$ 

componentes de la fracción 1I se muestra en la Figura 4 (material proporcionado por la M. en 
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Figura 4, Separación cromatográfica de la F Il a través de una columna de intercambio iónlco. 

En una columna (0.9 x 32 cm) de carboximetil celulosa equilibrada con una solución 

amortiguadora de acetato de amonio 20mM, ph 4.7 elufdo con un gradiente salino de O a 0.5 

M de NaCI. Se aplicaron100mg de F II con un flujo de operación de 30 ml/h y se colectaron 

volumenes de 2.5 mi. Se obtuvieron 15 fracciones las cuales se indican con barras 

horizontales. 
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C. Georgina Gurrola obtenido durante la purificación de Ja NTX). t:nas de las principales 

diferencias con respecto a la estrategia anterior fué que ahora se evitó cualquier mezclado de 

fracciones y que a partir de estos experimentos se contó con anticuerpos policJonales anti­

NTX, obtenidos por la QFB Alejandra Solache en el laboratorio, que permitieron una 

búsqueda más nmpJia de los péptidos homólogos a NTX. 

De la fracción 11a se aisló Ja NTX por CLAP (datos no mostrados) y una mínima cantidad de 

péptido semejante a ella. Tratando de e\•itar más pasos de purificación a través de los cuales 

se pudiera perder un poco de muestra y tratando de evitar problemas artefactuales, la 

fracción llb fué directamente pasada a través de CLAP en una columna C4 semi-preparativa, 

dando un patrón cromatográfico como el que se muestra en la Figura 5. Con la ayuda de los 

anticuerpos policlonales se realizó la busqueda de los péptidos análogos a la NTX (Figura 6). 

La cantidad de Fii llb procesada fué de 26 mg; dada la cantidad tan grande de muestra 

procesada, fué necesario hacer 19 aplicaciones independientes de aproximadarnenete 1.3 mg 

cada una en el cromatógrafo. Debido a que se mezcló de manera homogénea el material 

obtenido de estas aplicaciones fué necesario verificar la pureza de cada uno de los péptldos. 

Por tal motivo se llevo a cabo una cromatografía a concentración constante de eluyentes por 

CLAP a cada uno de los pépUdos que presentaron reacción cruzada con los anticuerpos en el 

ensayo de ELISA, considerando homólogos a NTX aqueJios péptidos que dieron positivo 

por encima del 103, considerando como un 100 % la absorbancia obtenida con NTX a 490 

nm, en el reconocimiento por anticuerpos policlonales. Lamentablemente se tU\'O 

problemas con el cromatógrafo, en cuanto a Ja recuperación final, quedando cantidades muy 

pequef'ias de cada una de ellas. El péptido del rual se pudo recuperar una mayor cantidad (1 

mg aproximadamente) para continuar el trabajo eluyó en el tiempo de retención (TR) 36.26 

(marcado en Ja figura 5 con un asterisco) y"en una recromatografía lsocrática en un TR 11.50 

(Figura 7). Este péptido presenta cerca de un 20% de reconocimiento por anticuerpos 

polidonales (Figura 8a), sin embargo no es reconocido por ningun de Jos anticuerpos 

monoclonales (Figura 8b). 

Es importante resaltar el hecho de que los anticuerpos monoclonales no reconocieron al 

péptfdo 36.26 (11.50) y por el contrario sí es reconocido por el anticuerpo policlonal. Esto 

sugiere que los anticuerpos monoclonales están reconociendo una reglón de la NTX que no 

se encuentra presente en éste péptido, mientras que en el suero policlonal existen 

anticuerpos que reconocen segmentos homólogos en ambos péptidos. 
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Figuro s. Perfil cromatográlico de la F JI llb por CLAP 

Perfil cromatográflco de la FII llb, en un gradiente lineal de O a 60 % de Ben 60 minutos con 

una velocidad de flujo de 1 ml/mln (Marcado con linea punteada). 

El péptldo con TR 36.26 (seftalado con un asterisco), fué el péptido del que se obtuvo una 

mayor cantidad de muestra, de entre todos los componentes que dieron positivo en el ensayo 

de EUSA con el anticuerpo policlonal (ver figura 6). 
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Figura 6. Reconocimiento por ELISA de los componentes de la Fil 11 b 

Los péptldos elu(dos en el CLAP de la fracción n llb fueron ensayados por ELISA. Se 

consideraron como péptidos semejantes a NTX aquellos péptidos que obtuvieron un 

reconocimiento con anticuerpos pollclonales antlpNTX superior al 10% del vafos obtenido 

con NTX (ver materia) y métodos). En el eje horizontal se presentan los tiempos de 

retención que corresponden a los diferentes péptidos obtenidos en el patrón cromatográfico. 

En el eje vertical se grafica el % de reconocimiento mostrado por cada uno de éstos péptidos 

con Jos anticuerpos pollclonales, tomando como 100% el reconocimiento obtenido por la 

NTX. 
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Figura 7. Cromatografía a concentración constante de eluyente del pépUdo 36.26 

En este cromatograma se muestra una corrida lsocrática por CLAP en una columna 4 con 

una concentración 20% de B constante con un flujo de lml/mln durante 40 minutos. El 

pépUdo mayoritario eluye con un tiempo de retención 11.50. 
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Figura 8. Reconocimiento por ELISA del péptldo NTX-2 · 

a) En esta griftca se muestra el porcentaje de reconocimler.to obtenido por el péptido NTX-2 

con el antlcue¡po policlonaJ anti-NTX( cerca del 20~). 

b)Reconocfmfento por parte de los 6 anticuerpos monoclonales levantados contra NTX 

(BNTX-4, BNTX·12, BNTX-14, BNTX-16 BNTX-18 y BNTX-21). 

C,ada uno de éstos experimentos fué realizado en dos di(erentes ocasiones por triplicado y 

se graffca el promedio de cada valor obtenido. 
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Como conclusión de esta segunda estrategia de purificación quedaban claras dos cosas: 1.-) 

que lndependJentemente de Ja estrategJa utilizada para purificar Jos péptidos semejantes a 

NTX en el veneno de C. m1xius existen varios componentes distintos, confirmando Ja 

primera estrategia anteriormente citada; 2.-) que al utilizar anticuerpos policlonales fué 

posible Identificar y caracterizar un componente nuevo1 semejante a la NTX cuyos epftopes 

reconocidos por los anticuerpos monodonales son distintos a Jos epftopes presentes en la 

NTX-2. 

TERCERA FSTRATEGIA 

La estrategia utilizada anteriormente confirma Ja presencia de una variedad de péptidos 

homólogos a la NTX, pero no proporciona la cantidad exacta del número de estos que 

pudierán estar formando la familia de péptfdos semejantes a NTX dentro del veneno de C. 

noxius. Fué necesario buscar otra estrategia más adecuada para establecer el número de 

proteínas semejantes a NTX sin realizar demasiados pasos de purificación. 

La fracción Il proveniente de Sephadex G-50 (ver fig 1) fué pasada directamente por CLAP. Se 

aplicaron 3mg de Fil en una columna C4 semi-preparativa en un gradiente lineal de O a 60% 

de acetonitrilo en 60 minutos. Se obtuvo un patrón cromatográflco con aproximadamente 40 

péptldos (Figura 9). Esto resultó Jógico sí se considera que en ésta fracción se encuentran 

presentes tanto las toxinas que actúan sobre canales de sodio asr como las que tienen 

actividad sobre canales de potasio. Estos datos fueron confirmados al hacer una busqueda con 

anticuerpos pollclonales anti NTX y anti Cn2 (una péptldo representante del grupo de 

toxinas que bloquean canales de sodio presentes en el veneno de C.noxius) ver Figura 10. De 

acuerdo a los resultados mostrados en la figura 10 se puede observar que las diferentes 

toxinas dirigidas contra canales de potasio y canales de sodio, están perfectamente agrupadas 

y que de acuerdo a sus características hidrofóblcas eluyen en tiempos de retención muy 

parecidos. Esto nos habla de que existen ciertas características f'15icoqufmlcas semejantes entre 

los péplldos miembros de una familia de toxinas. 

A los péptldos que dieron reacción cruzada con Jos anticuerpos policlonales anli-NTX se 

realizó un ensayo de ELJSA con los seis anticuerpos monoclonales para observar y comparar 

el grado de reconocimiento de los monoclonales por cada uno de los péptidos homólogos a 

NTX (Figura 11). 
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Figura 9, Fraccionamiento de la Fil a través de CLAP. 

La Fil (3 mg) fué pasada directamente por una columna e, semlpreparativa en un gradiente 

de acetonitrilo de O a 60% en 60 minutos por CLAP. Mediante este paso de purificación se 

obtiene la separación de los pt!ptidos que actúan a nivel de canales de sodio y de aquéllos que 

actúan sobre canales de potasio. Los péptidos semejantes a NTX se eluyen a partir del minuto 

25. El péptldo que eluye en TR 25.54 corresponde a NTX, los péptidos semejantes a NTX 

eluyen hasta un TR máximo de 36.08. 
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Figura 10. Reconocimiento por anticuerpos policlonales en un ensayo de ELISA de los 

componentes de la fracción IL 

Cada uno de los péptldos obtenidos al pasar la Fíl por CLAP fueron seleccionados de acuerdo 

al reconocimiento obtenido con los anticuerpos anti NTX • y anticuerpos anti Cn2 Cl 

(péptido representante de las toxinas de sodio en el veneno de C. noxius). En la extrema 

derecha se. muestran los controles de las toxinas NTX y Cn2, los cuales representan el 100% 

de reconocimiento obtenido con sus respectivos anticuerpos policlonales. 
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Figura 11. Reconocimiento por ELISA con anticuerpos monoclonales anti-NTX de los 

componentes de Ja Fil purificados por CLAP. 

En esta gráfica se muestran los distintos % de reconocimiento, obtenidos por los 

componentes de Ja Fil del veneno de C. noxius que anteriormente dieron reacción positiva 

con Jos anticuerpos poiiclonales. En la parte superior se muestran las columnas 

correspondientes a los diferentes anticuerpos monocJonales. 

39 



Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que Ja eficiencia relativa en el 

reconocimiento obtenido con cada uno de Jos anticuerpos monoclonales varia con los 

diferentes péptidos semejantes a la NTX. El uso de anticuerpos monoclonales junto con las 

características de elución en CLAP permiten diferenciar entre varios péptidos pertenecientes 

a una misma famílla. Mediante esta estrategia se pudo demostrar la existencia de un mínimo 

de 6 péptidos semejantes a NTX presentes en el veneno de C. noxius. El número exacto de 

péptidos semejantes a NTX hasta ahora descritos podría aumentar, ya que algunos de estos 

péptidos analizados presentan contaminaciones que probablemente correspondan a otros 

péptidos homólogos. No se puede considerar un estrategia optativa pnra purificar grandes 

cantidades de protefna, ya que una de las principales Jimitantes es la cantidad de muestra 

que se puede aplicar en el cromatógrafo. 

B.- CARACTERIZACION QUIMICA 

El trabajo desarrollado posterior a Ja purificación se realizó principalmente con el péptido 

36.26 (11.50), además de lograr establecer Ja secuencia N-terminal de algunos otros péptidos 

mencionados en Ja estrategia de purificación No. 1 

1.-Análisls de aminoácidos 

Para obtener Ja composición de aminoácidos se proceso 1 nanomol de muestra, tomando 

como base el peso molecular de la NTX. Este material fué hldrolizado a dos tiemPos (24 y 48 

hrs.) a 110 <>c. La composición de aminoácidos del péptldo 36.26 (11.50) es mostrada en Ja 

Tabla 1. La cantidad de cada aminoácido fué determinada por integración del área bajo la 

curva. Serina, treonlna y tlrosina son muchas veces parcialmente destruidos por hidrólisis 

ácida, donde Ja cantidad de destrucción depende del tiempo de hidrólisis. La incJuslón de 

fenol en la mezcla de hidrólisis tiende a disminuir la destruccJón de algunos aminoácidos, 

particulannente Uroslna. 

la determinación de la composición molar de cada aminoácido en la proteína se calculo en 

base al análisis comparativo de una muestra estándar de concentración conocida bajo las 

misma condiciones de trabajo que Ja muestra problema. 
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TABLA 1 Analisls de A1'J\inoácidos del Péptido 36.26 (11.50) NTX-2 

Observado Integrado 

mol Residuos/mol Péptldo 

Ala ni na 2.13 2 

Ac. Aspártlco o Asparagina 333 3 

Cisteina ND ND 

Fenllalanina 1.15 1 

Glicina 2.84 3 

Ac. Glutámico o Glutamina 2.70 3 

Isoleucina 2.84 3 

Leucina 1.15 1 

Llsina 6.16 6 

Metionina 0.16' 

Serina 2.77 3 

Tirosina o.os· 
Treonina 2.32 3 

Total 30+ND 

ND = No determinado 

~ Valores extrapolados a tiempo O. 

Los valores mostrados en esta tabla están basados en un análisis comparativo. con una 

muestra estándar bajo las mismas condiciones de trabajo que la muestra problema. 
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2.~Secuencia de aminoácidos. 

De acuerdo al tipo de membranas (de fluoruro de polivinilo PVDF>, utilizada como soporte 

en la obtención de la secuencia de aminoácidos basados en el método de Edman, se siguieron 

dos protocolos : adsorbido y covalente. 

La muestra, sin reducir ni alquilar, colocada en la membrana de manera adsorbida, permitio 

obtener la secuencia de los primeros 1 S aminoácidos de la porción amino terminal de la 

proleina NTX-2. 

El protocolo covalente utilizado en el laboratorio, se basó en el empleo de membranas 

derivatizadas con grupos quimicos que permitieron unir a las proteinas covalentemente. 

Los dos tipos de membranas utilizadas fueron las derivatizadas con el grupo aril amino y las 

que utilizan el grupo fenil lsotiodanato CDITC) como grupo de unión . 

Las membranas derivatizadas con el grupo fenil isotiocianato, el cual reacciona con aminas 

primarias, pennitieron obtener los primeros 30 residuos de la porción amino terminal de la 

NTX·2. Se observaron algunos espacios vados que probablemente correspondan a residuos 

de lisina, los cuales no pueden ser detectados en este tipo de membrana, ya que la unión de 

las proteinas a esta membrana se realiza principalmente con la amina primaria de las 

llsinas. 

Las membranas con el grupo aril amino, el cual reacciona con los grupos carboxílicos, 

permitieron corroborar los datos obtenidos anteriormente y coníirmar la posición de los 

residuos de Usina en la secuencia. 

El utilizar métodos complementarios, como son la hidrólisis con bromuro de cianógeno y la 

digestión trlptica, permitlo conocer la secuencia carboxilo terminal de la protefna y obtener 

fragmentos péptidicos que se sobrelaparan con Jos ya conocidos, respectivamente (ver Figura 

12). La estrategia seguida para la obtención de la secuencia completa de aminoácidos esta 

esquematizada en Ja Tabla 2. 

Las secuencias amino tenninal de algunos otros péptidos obtenidos durante el desarrollo de 

las tres estrategias de purificación se pueden observar en la Tabla 3. En primer término se 

muestran los péptidos aislados durante la estrategia No. 1. La secuencia de la NTX·2 se 

presenta como el péptido aislado durante la estrategia No. 2. Los péptidos aislados durante la 

última estrategia corresponden a péptidos agrupados dentro de los péptidos homólogos a 

NTX, ya que de estos se logro obtener la secuencia amino terminal más completa. Se les ha 
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En esta figura se muestran los productos de digestión e hidrólisis del péptldo NrX-2: 

a) Representa la hidrólisis con bromuro de clánogeno, el fragmento sef\alado con un 

asterisco corresponde de acuerdo a la secuencia de aminoácidos a la porción carboxUo 
terminal del péptldo. 

b) Patrón cromatográfico de de la digestión trlptlca según el protocolo detallado en materlales 

y métodos. Cada fragmento generado en la digestión fué posteriormente analizado en el 

secuenciador automático (ver tabla 4). 

Las condiciones de ambos cromatogramas fueron las mismas: eluídos en un gradiente lineal 

de acetonltrilo de O a 60% en 60 minutos en una columna 4 preparativa. 
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TABLA 2. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA NTX-2 

[PEPTID036.26(11.50)] 

SECUENCIA 

10 20 30 39 

TIINEKCFAT SQXWTP.,, 

•' ,MN GKCKCYN ••• 
•• CFAT SQCWTPCK,,, 

TIINEK.,, 
••• CKCYN ••• 

••• KXA IGSLOSK ••• 
TIINEKCFAT SOCWTPCKXA IGSLQSKCMN •• , 
TIINEKXFAT SQXWTPXKKA IGSLQSKXMN GKXK ••• 

••• G 
TIINEKCFAT SQCWTPCKKA IGSLQSKCMN GKCKCYNG 

•, muestra reducida y alquilada 

b, membrana derlvatizada con el grupo fenil-isotiocianato 

e, membrana derivatizada con el grupo ariJ-amlno 

D, digestión 

H, hidrólisis 
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MEMBRANA-TR 

Directo 
H. BrCN 
D. triptica 32.30 
o. triptica 23.74 
o. triptica 26.46 
D. triptica 24.43 
RC•·DITC• 
RC-erilc amino 
Analisis a.a 
Secuencia Complct.a 



TABLA 3, SECUENCIAS AMINO TERMINAL DE ALGUNOS PEPTIDOS HOMOLOCOS A NTX 

TR 10 20 30 

20. 431 AV_NY RTSDK DD_Q ••• 

24. 72t NV_AG ATGVR ••• 

29. 951 KNG'iP V_N ••• 

36. 26 (11. 50)' TIINE KCFAT SQCWT 

NTX-3, TFINV KCTSP KQCSK 

NTX-41 TFINV KCTSP LQCLQ 

28. 97 (NTX-5) 1 TFIOV K .. , 

29. 60 (NTX-6) • TFINV KATSG YE_LP 

30. 33 (NTX-7) • VTINV KATSP QQ_LG 

NTX TIINV KCTSP KQCSK 

1 Péptido alislados en la estrategia No. 1 

2 Péptldo (NTX-2) aislado en la estrategia No. 2 

'Péptldo aislados por G. Currola 

• Péptldo aislado en la estrategia No. 3 

PCKKA IGSLQ SKCMN 

PQQLQ PCKEL ••• 

PGDEL YG ••• 

AAKAA IG_AS.,, 

YYKAA FGI_A _G ••• 

PCKEL YGSSA GAKCM 
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GKCKC YNG 

NGKCK CYNN 

Los tiempos de retención (TR) corresponden a los tiempos de elución mostrado en el patrón 

cromatográfico por CLAP en las diferentes estrategias. 
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dado un número CNTX-5, NTX-6 y NTX-7J de acuerdo al orden en el tiempo de eluclón. Los 

péptldos NTX-3 y NTX-4 co"""ponden a péptidos aislados y secuenciados en un trabajo 

anterior desarrollado por la M. en C Georgina Gurrola. 

En la familia de los péptidos homólogos a NTX, según los datos obtenidos hasta ahora (ver 

tabla 3), existe un aUo grado de conservación de la secuencia de aminoácidos de Ja región 

amino terminal, los cambios más notabJes y Jos que posiblemente no alteren de manera 

considerable su especificidad.. se encuentran en la región central de la estructura primaria de 

éstos péptidos. Estos datos aumentan el interés de nuestro grupo en completar Ja 

caracterización de ta secuencia de aminoácidos y su efecto sobre canales de potasio en 

ensayos electrofisfológicos y contribuir de una forma más completa al entendimiento de la 

relación estructura·fundón de estas biomoléculas y tratar de analizar desde un punto de 

vista evolutivo Ja presencia de esta variedad de péptldoa semejantes en el veneno de 

alacrán. 

Existe otro grupo de pépUdos que difiere considerablemente de la secuencia de aminoácidos 

de la NTX, sin embargo son reconocidos por Jos anticuerpos polidonales levantados contra 

Ja propia NTX; existe Ja posibilidad de que Ja homología con la toxina se encuentre en Ja 

región central o en la porción carboxilo terminal hasta ahora no descritas. Hasta el momento 

podemos hablar de dos grupos de péplldos semejantes a la NTX, uno de alta homología a 

nivel de secuencia de aminoácidos y otro de baja homolog[a, pero ambos grupos reconocidos 

por los anticuerpos policlonales. 

C.- ENSAYOS DE COMPETENCIA 

Uno de los objetivos propuestos al Inicio de éste trabajo, fué el de comparar las propiedades 

de los péptldos análogos a NTX con la propia NTX. Con tal motivo y teniendo la secuencia 

de aminoácidos conocida, rerultaba interesante ver si exlstia algún tipo de competencia por 

el sitio de unión a NTX en membranas de cerebro de rata, según el protocolo descrito en 

malerial y métodos. Los efectos Inhibitorios de varias concentraciones de NTX y NTX-2 en Ja 

unión al equilibrio de [ 12SIJ NTX a membranas P3 son mostrados en la Figura 13. El IC5-0 

(mitad de la concentración Inhibitoria¡ para NTX fué de 0.30 nM y para la NTX-2 de 300 nM. 

Con el objeto de complementar éstos ensayos de competencia se marco radiactivamente la 

NTX-2. Sin embrago, dada la radioactividad especifica tan baja obtenida (5.7 Ci/moll, no se 
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Figura 13. Curvas de desplazamiento de la unión de ["'Il NTX a P 3. 

Utilizando la NfX-2 como competidor se realizaron curvas de desplazamiento de [ 125J}NfX 

en membranas de cerebro de rata (P 3) (ver mat y mét.). Se probaron varias concentraciones 

de NTX fria como control (lOnM a 10 pMl y NTX-2 como competidor (10 uM a 1.0 nM). 
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pudieron realizar los ensayos de desplazamiento con NTX fria. El Intento de marcar 

radtoactlvamente el pfptido NTX-2 se hizo por duplicado, sin embargo en ambos casos los 

resultados fueron similares. Tratando de analizar tas diferencias encontradas en Ja cantidad 

de radioactividad especifica obtenida para ambas toxinas, 131 Cl/mol para NTX, podremos 

explicar esas diferencias s[ comparamos sus estructuras primarias. Analizando Ja secuencia 

de aminoácidos de ambas proteínas y tomando en consideración la estructura terciaria 

predicha para la NTX (de "pufto cerrado", en base al modelo descrito para la ChTX) se puede 

suponer que en dicha estructura Ja tirosina de Ja posición 21 pudiera estar expuesta 

favoreciendo Ja iodaclón de la toxina, mientras que la tiroslna presente en ambas toxinas en 

la porción carboxllo terminal (en la posidón 36 en la NTX-2 y 37 en la NTX) pudiera no estar 

tan disponible en las condiciones experimentales de lodaclón . 

D.- BIOENSAYOS DE LA NTX-2 

Se realizaron pruebas de toxicidad sobre mamíferos (ratones) inyectando dos ratones por vfa 

lntraperltoneal con 100 y 200 µg de NTX-2 por 20g de peso de ratón. Al Igual que en 

mamfferos NTX-2 no presentó ningún efecto tóxico a las dósis ensayadas (30 µg), sobre 

crustáceos (acodles). Sin embargo, al administrar Ja misma dósls aplicada a los acoclles sobre 

Insectos (grillos) éstos sf presentaron síntomas de toxicidad (convulsiones, parálisis de 

miembros Inferiores y pérdida de neflejos). En ambos ensayos se Inyectaron a los animales 

en la parte dorsal de su cuerpo. 

E.-DETERMINACION DE LOS PUENTES DISULFURO DE LA NTX-2 

Los puentes disufíuros intramoleculares estabilizan el rearreglo tridimensional de una 

cadena peptídka sencllJa, haciéndola menos susceptible a la degradación. 

Experimentalmente se ha demostrado (Haberselzer-Rochat 1976) la disminución y pérdida de 

la actividad mostrada por las toxinas presentes en el veneno de alacrán al reducir los puentes 

dlsulfuro. 
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Sometiendo a .digestión triplica. 30 µg de muestra, sin reducir ni carboximctllar y pasando los 

productos de digestión purificados por CLAP a secuencia, se ha obtenido hasta el momento la 

posición de uno de los puentes disulfuro presentes en la molécula entre los residuos 7 y 28 

(datos no mostrados), el cual concuerda con la posición de uno de los puentes disulfuro que 

presentan la ChTX (Gimenez-Gallcgo y cols. 1988, Massclski y cols. 1990, Bontcms F. y cols. 

1991) y la NTX (Gurrola G. datos no publicados). 

F) COMPARACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA NTX-2 CON 

OTRAS TOXINAS CON ACTIVIDAD SOBRE CANALES DE POTASIO. 

Es interesante analizar toda esta serie de datos obtenidos a partir del estudio de la prote{na 

NTX·2 y compararlos con NTX. Aún cuando las toxinas en general expresan mulUples 

funciones, estas presentan un pequeño mlmero de arreglos espaciales. La presencia de varios 

péptldos semejilntes entre s[ en el veneno de C. noxius, pudiera deberse a un fenómeno 

natural evolutivo, en donde los péptidos con menor concentración dentro del veneno 

representan tas estructuras menos activas que evolutivamente han sido relegadas y tienden 

a desaparecer del veneno, conservando unicamente aquellas protelnas que aporten mayores 

beneficios en sus mecanismos de defensa y en la obtención de alimento. 

Otra postblltdad seria que estos péptidos representen toda una variedad de toxinas que 

pudieran estar afectando a igual número de canales tónicos. Pudiera representar un amplio 

mecanismo de defensa que tos alacranes hubieran desarrollado para poder contender contra 

diversos organismos. Cualquiera que sea ta realldad resulta muy importante e interesante 

continuar el estudio de esta sub-famllla de péptidos tratando de entender el caractcr 

evolutivo y funcional de estos péptldos dentro del veneno de los alacranes. 

Si observamos detenidamente la secuencia de aminoácidos de ambas protefnas y las 

comparamos con tas secuencias de otras protelnas que actúan sobre canales de potasio 

notaremos la conservación tan grande que presentan los residuos de cisteina en la estructura 

primaria, lo que probablemente le confiera un rearreglo tridimensional característico para 

este tipo de prote(nas (Tabla 4). 

Ahora bien anaUznndo por sepnrado a la NTX y NTX·2 y comparando detenidamente las 

diferencias presentes en la secuencia de ambas protelnas, podemos observar un alta 
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TABLA t. Comparación de secuencias de toxinas que aciúan sobre canales de K+ 

1 10 20 30 39 

NTX-2 TIINEltCFAT SQCiiTPCKKA IGSLQSKCMN GltCltCrNG 

NTX TIIllVltCTSP ltQCSltPCltEL YGSSAGAltCM NGltCKCYNN 

MgTX TIIllVKCTSP KQCLPPCKAQ FGQSAGAKCM NGKCK~PH 
CNII 10.2 TFIDllVKCGS SKECXP ••• 

C.1.1. TVDIVKCTSP KQSLP CSKEI YGRHAG ••• 

TS II-9 VFINAKCRGS PGCLPKCKGA XGKAAGKCXN ••• 

ChTX EFTNVSCTTS KECWSVCQRL HNTSRGKCMN KKCRC s 
IbTX EFTDVDCSVS KECNSVCKRL FGVORGKCMG KKRCY 

LTX lI ZFTQESCTAS NQCWSICKRL HNTNRGKCMN KKCRC S 

LTX III GLIOVRCYOS SQCG ••• 

KTX KTXGVEINVlt CSGSPQCLKP CKOAGMRFGK CMNRK HCTP 

LeTX (Scyllatoxin) AFCNLRMCQL SCRSLGLLGK CIGOKCECVK H.•. 

Apamina CNCKAPETAL CARRCQQH 

ChTX carlbdotoxlna; KTX kallotoxlna; lbTX lberlotoxina ; LeTX Scyllatoxlna; Cnll 0.2 Toxina 

de Ctntruroides noxius fracción 11 10; LTX U Leiurustoxlna ll; LTX 111 Leiuru toxina Ill; 

Cl.toxlna de Ctnlruroidts limpidus impidus; MgTX Margatoxina; NTX Noxiusto lna; NTX-

2 Noxiustoxina 2 
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homología en la región carboxilo terminal y en los primeros siele residuos de Ja porción 

amino de la protelna. 5( tOmamos en cuenta los reportes que se tienen de la importancia de 

Ja región amino terminal de Ja NTX en su efecto toxico {Gurrola y cols. 1989) y su acli vi dad 

bloqueadora sobre canales de potasio en ensayos ektrofistológicos (Vaca L. y cols. 1993) 

utilizando péptidos sintéticos, resulta de interés el cambio tan Importante que tiene la NTX-2 

respecto de la NTX en la posición 5 donde existe un cambio de valina por un glutámico. 

Aprovechando los datos obtenidos por G. Gurrola en el sentido de que el nonapéptJdo 

sintético de ta porción amino terminal de la NTXM,es capaz de producir una sintomatologfa 

similar a la producida por la NTX en ratones, se sintetizó un péptldo similar cambiando 

unlcamente el residuo de la posición 5 Glu- Val (NTX 1.~. Contando con la colaboración del 

estudiante de doctorado Luis Vaca, ambos péptidos fueron probados en ensayos 

electroíislológfcos ~obre canales de potasio dependientes de calcio de baja conductanda 

obtenidos de un cuJtlvo de células endoteliales de aorta de bovino. Los datos obtenidos 

indican una disminución en el bJoqueo por parte de Ja NTX ME que la mostrada por el 

péptldo NTX 1•9 (Datos no publicados). Más recientemente Luis Vaca probó en el mismo 

sistema el efecto bloqueador de la NTX nativa y la NTX-2, de donde se obtuvó una curva de 

dósis-respuesta (a -40 mV) de donde se puede apreciar el efecto de ambas toxinas en Ja 

probabi11dad de apertura de este canal. El efecto más notorio es presentado por la NTX (ver 

Figura 14). 

Asimismo, resultados preliminares obtenidos por la estudiante de doctorado Angelina 

Ramfrez en ensayos electroflsiológlcos en el canal de potasio modificado Sheaker sugieren 

que el comportamiento obtenido en estos canales por parte de Ja NTX-2 e·s similar al 

obtenido con la NTX (datos no presentados). 

Estos datos nos muestran Ja variabilidad en el comportamiento de las toxinas ante diferentes 

canales de potasio. Así un mismo canal puede ser bloqueado por una variedad de toxinas con 

diversas afinidades y vlsceversa, una misma toxina pul.>de actuar sobre diferentes canales 

pero no con el mismo efecto. 
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FIGURA 14 Curva dósis-respuesta de Ja NTX y NTX-2 sobre un canal de potasio. 

Curva dósis-respuesta donde se puede observar eJ efecto presentado por Ja NTX y NIX-2 

sobre la probabiUdad de apertura (Po) de un canal de potasio activado por caldo de baja 

conductancfa obtenido de un cultivo de células endoteliales de aorta de bovino, en un 

ensayo de voltaje sostenido {-40 mV). La concentración media inhibitoria se muestra 

anotada en el extremo superior derecho de Ja figura (esta gráfica fué obtenida por Luis Vaca, 

trabajando en colaboración con nuestro laboratorio). 
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VI.• CONCLUSIONES 

En forma general podemos concluir: 

.. En el veneno del alacrán Centruroides noxius está presente una faml1ta de péptldos1 

posiblemente de 9 componentes, que presentan una alta homologfa en composición, 

secuencia de aminoácidos y probablemente comportamiento electroflslológico, con la 

Noxtustoxlna(NTX). 

- El uso combinado de anticuerpos policlonales y monoclonales producidos contra NTX, da 

un amplio espectro en la busqucda de péptldos y permite una sencilla selección de los 

péptldos homólogos a NTX en el veneno de C.noxius. 

• La cantidad de NTX y péptldos homólogos presentes en el veneno total de C.noxius es 

muy pequella. Mientras la NTX representa cerca del 1 % del total de prote[nas presentes en el 

veneno, cada uno de los péptidos homólogos no se encuentra en una cantidad mayor del 

0.1%. 

El estudio completo de la familia de péptldos semejantes a NTX, ayudará a la compresión de 

la relación estructura-función de las toxinas a nivel de canales lónicos, as( como ampliará la 

perspectiva del uso de toxinas como sondas para el estudio de los mecanismos inolecu lares 

de la gran diversidad de canales de potasio presentes en las células. 

Como mencione anterionnente, los cambios en la secuencia, pero conservando un motivo 

estructural, probablemente sea una de las estrategias que por selectividad evolutiva se ha 

desarrollado para dar con pocas alteraciones mayor especificidad y afinidad por ciertas 

moléculas. 
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VII.- PERSPECTIVAS 

Dada la Importancia que representa el tener péptldos especlflcos para el estudio de los 

diferentes tipos de canales de potasio presentes en toda membrana bibloglca, resu Ita 

relevante la caracterizact6n de nuevos péptldos que ampllen el número de moléculas que 

puedan ser utillzadas como herramientas . El aislamiento y caracterización de péptidos 

semejantes permitirá el estudio funcional de una diversidad de canales de potasio. 

Una de las estrategias para poder estudiar la relación estructura función de las toxinas de 

alacrán es ta de aislar y caracterizar péptidos con cierta homologia en su secuencia de 

aminoácidos pero con algunas diferencias. El relacionar los cambios en la secuencia de 

aminoácidos con las diíerenclas en reconocimiento de anticuerpos y actividad molecular 

ayudará grandemente al entendimiento de este paradigma. 

El lograr purificar y caracteriz.ar diferentes péptldos pertenecientes a una misma familia de 

toxinas abre la posibilidad de Intentar aislar diferentes tipos de canales 16nicos • 

Dada la importancia que representa el tener péptidos espedficos para el estudio de los 

diferentes tipos de canales de potasio presentes en toda membrana blOloglca, resulta 

relevante la caracterización de nuevos péptldos que amplien el número de moléculas que 

puedan ser utlllz.adas como herramienta . 

Este estudio puede ampllane en el futuro utlllzando veneno de alacranes de otras especies 

que también poseen toxinas dirigidas contra canales de potasio. 

Otra perspectiva futura de mucho Interés en este campo es la obtención del gen que codifica 

para la NTX. Si se llegarán a presentar dificultades en la clonación se podría Intentar 

sintetizar el gen, como ya se ha hecho para otras toxinas (Chul·Seung Park 1991). La 

utilización de las herramientas recientemente desarrolladas por la Blologfa Molecular 

permitirla originar modificaciones dirigidas (mutaciones sitio especifico) o al azar ("phage 

display") mediante el uso de fago filamentoso para ampliar la diversidad de estructuras 

semejantes a la NTX para su estudio. Este trabajo se verla beneficiado por la utlllzad6n de 

técnicas electroflsiológicas de "patch·clamp" (voltaje sostenido en framgentos de 

membranas) o con la expresión de RNAs mensajeros espedflcos para canales de potasio en 

oocltos de rana, o en células de Insecto (SF 9), con la finalidad de estudiar la relación 

estructura función a nivel molecular y de formsa. sistemática. 
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