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I INTRODUCCION

El sistema inmunolégico estd compuesto de dos tipos celulares
principales: Células T y Células B. Ambos tipos de células interaccionan

para la defensa del organismo (Mufioz, 1994).

Hay dos tipos de respuesta inmunitaria adaptativa, la Inmunidad
Humoral y la Inmunidad Celular, en la primera participan los anticuerpos
(Ac) que son producidos por los linfocitos B. Los anticuerpos reconocen
especificamente a los antigenos (Ag), neutralizando su infectividad vy
dirigiendo su accion contra el Ag para su eliminacién por medio de
mecanismos efectores. En la inmunidad celular, participan los linfocitos T,
que inducen la destruccion de los Ag residentes en células infectadas
(Abbas et al., 2002).

La inmunoterapia que comprende la inmunomodulacion, tiene el
potencial de ser el tratamiento con mayor especificidad de antigenos de
tumor, esto radica en el hecho de que las terapias actuales contra el cancer
dependen de farmacos que destruyen las células en divisiéon o bloquean la
division celular, tendiendo graves efectos en las células normales en
proliferacion. Esta terapia inmunolégica esta dirigida a aumentar las
respuestas inmunitarias débiles del huésped frente al tumor o a la
administracion de anticuerpos o células T especificas de tumores (Abbas et
al., 2002).

Los inmunomoduladores son sustancias biolégicas o sintéticas, que
influencian directamente una funcién especifica o modifican uno o mas
componentes de la red inmunoldgica, estos tienen un efecto directo en una
funcion inmune especifica. Por ejemplo, tenemos las citocinas (IL-2),

productos microbianos (BCG), productos sintéticos (Levamisol), anticuerpos




monoclonales, productos de hormonas timicas y productos de plantas

medicinales (Nicoara y Crisan, 2003; Singh y O’'Hagan, 1998).

Al utilizar un inmunomodulador se busca que: 1) Induzca una fuerte y
rapida respuesta inmune de anticuerpos de isotipos apropiados, 2) Induzca
respuesta eficiente de linfocitos T cooperadores (Tw1) y citoliticos (CTL), 3)
La incorporacidon de antigenos en vacunas de formula sencilla que
reduzcan el numero de inmunizaciones requeridas (Kovarik y Siegrist,
1998).

En los ultimos afios, los inmunomoduladores han sido estudiados
ampliamente porque pueden ser usados para estimular los mecanismos de
profilaxis, tratamiento contra virus, bacterias, parasitos y hongos (Masihi,
2000), también en desordenes de inmunodeficiencias, infecciones y cancer
(Nicoara y Crisan, 2003; Calatayud ef al., 2002) ademas, el sistema inmune
es capaz de identificar y destruir las células tumorales y de generar
memoria de largo plazo producto de esta interaccion (Agha-Mohammdi y
Lotze, 2000).

Una de las aplicaciones de estos métodos inmunologicos, se ha
enfocado a la produccién de la respuesta inmune contra venenos de
escorpion. Estos venenos de escorpion son ampliamente conocidos como
fuentes de péptidos con accion en canales de Na*, K*, CI' y Ca?+ (Possani
et al., 1999; Legros et al., 2000; D’ Suze et al., 2003). Estas toxinas tienen
efectos profundos en organos y sistemas, por ejemplo desencadenando
cambios histopatologicos en organos vitales, cambios neuroldgicos,
alteraciones en la coagulacion, aumento de factores inflamatorios y de

necrosis tumoral (D’ Suze et al., 2003).

Los canales ionicos son poros formados por proteinas integrales de

membrana. Estos poros pueden estar abiertos (conduciendo) o cerrados




(sin conduccién). La transicion entre los estados abierto y cerrado esta
determinada por el mecanismo de apertura, hay canales que se abren en
respuesta a alteraciones en el potencial de membrana y son llamados
canales modulados por voltaje. Los que se abren cuando un ligando se une
a un receptor especifico son denominados canales modulados por ligando.
Otros son modulados por la unién de iones, como Ca®* (Mufioz, 1994).

Los canales idnicos de membrana plasmatica son faciles de acceder
y a menudo son expresados en concentraciones relativamente bajas en
células y tejidos especificos, lo cual los hace un excelente blanco para el
disefio de farmacos que regulen su actividad (Niemeyer et al., 2001; Vargas
2004).

La capacidad de las toxinas de alta afinidad para reconocer diversos
tipos de canales ionicos, se origina de la interaccion quimica entre los
grupos funcionales de la toxina y el canal. En este contexto, las toxinas
pueden ser utilizadas como sondas para identificar sitios importantes en el
canal, como los relacionados con la permeabilidad y la selectividad i6nica
(Mufioz, 1994).

Los canales i6nicos en las células del sistema inmune intervienen en
una gran variedad de funciones, entre las mejor conocidas se incluyen:
quimiotaxis, crecimiento celular, proliferacion, producciéon y secrecion de
anticuerpos y citocinas, ademas en la muerte de células extrafias o
infectadas por virus (Mufioz, 1994; Ullrich y Sontheimer 1997).

Como ejemplo de toxinas que bloquean diversos canales i6nicos se
encuentra la caribdotoxina (CTX) un purificado proveniente del veneno de
Leiurus quinquestriatus (var. hebraeus) que bloquea los canales de potasio
(K") en linfocitos T humanos y murinos e inhibe la mitogénesis y la




producciéon de IL-2 (Price et al., 1989, Sands et al., 1989; Leonard et al.,
1992; Peter et al., 1998).

Los canales de voltaje de potasio en linfocitos T, llamados Kv1.3,
son importantes en la busqueda molecular de agentes inmunosupresores
(Kalman et al., 1998) ya que son expresados por estas células y se ha
demostrado que el bloqueo de Kv1.3 depolariza la membrana y atenta la
sefial del ciclo de calcio (Ca**) que es vital para la activacion de linfocitos
(Ullrich y Sontheimer, 1997). Asimismo, la entrada acelerada de Ca®'
puede ser un componente de la ruta que regula la proliferacion en ciertos

tipos de cancer (Vargas, 2004).

Wulff et al. (2003) emplea el canal de K* Kv1.3 y el canal de Ca**
activado por K IKCa1 en linfocitos T de memoria y linfocitos T efectores de
memoria en pacientes que padecen esclerosis multiple obteniendo que, con
potentes inhibidores de dichos canales se bloquea la proliferacion de los
linfocitos T de memoria, concluyendo que los inhibidores selectivos de
Kv1.3 representan una nueva terapia para pacientes de esclerosis multiple
y otros desdérdenes autoinmunes en que las células de memoria

contribuyen a la patogénesis.

También, los canales de cloro (CI) han sido implicados en la
respuesta proliferativa de células de Schwann, linfocitos B y células de
glioma, sugiriendo una relacién entre la activacion de sus canales y la

proliferacion (Ullrich y Sontheimer, 1997).



1. Caracteristicas del Veneno de Escorpion.

El veneno de los escorpiones se compone principalmente de
proteinas de diferentes pesos moleculares, aminoacidos libres, sales
inorganicas, nucledtidos y lipidos (Mufioz, 1994). La composicién del
veneno varia no solo entre especies y estacion, también por la edad y el

estado nutricional del escorpién (Rimsza et al., 2001).

Para la especie de Rhopalurus junceus Herbst, se ha reportado un
peso de 14.3 KDa para el componente proteico mayoritario (Rieumont et
al., 2003); ademas, para lograr la separacién de los principales
componentes proteicos del veneno se ha realizado Cromatografia de Alta
Presion (HPLC) (Possani, comunicacién personal). Bordier y col. reportan
en su patente el contenido de proteasas y fosfolipasas (Patente CU 22413
A1).

2. Activacion de linfocitos.

Como se menciond anteriormente, las células B son productoras de
inmunoglobulinas (Ig) y responsables de la inmunidad humoral, mientras
que las células T son responsables de la inmunidad celular (Mufioz, 1994).
En la siguiente tabla se muestran las clases de linfocitos, su funcién y su

porcentaje en sangre y 6rganos linfoides.




Tabla No. 1.- Clase de Linfocitos y su funcion (Modificada de Abbas et al., 2002).

CLASE FUNCIONES PORCENTAJE DE LINFOCITOS TOTALES
Sangre Gangli(; Bazo
linfatico
Linfocitos B Produccién de anticuerpos 10-15 20-25 40-45
Linfocitos T Estimulo para el crecimiento 50-60 50-60 50-60

cooperadores y diferenciacidon de células

B. Activacién de macrofagos.

Linfocitos T Lisis de células infectadas, 20-25 15-20 10-15
citoliticos células tumorales y
aloinjertos.
Células asesinas || Lisis de células infectadas, ~10 Raro ~10

naturales (NK) células tumorales.

a) Células T:

Las células T antes de ser estimuladas se encuentran en la fase G,
del ciclo celular, durante su activacion se induce su entrada a Gy, en
respuesta a la transduccion de gran nimero de sefiales. Bajo condiciones
fisiologicas normales, la activacion es iniciada por la interacciéon entre un
receptor de superficie especifico de antigeno y el antigeno extrafio,
asociado con una molécula de membrana de las células presentadoras de
antigeno. Estudios in vitro muestran que éstas interacciones fisiologicas
pueden ser mimetizadas parcialmente por el tratamiento de las células T
con lectinas mitogénicas, como Concanavalina A (Con A), fitohemaglutinina
(PHA) o, con anticuerpos especificos para algunas proteinas de la

superficie celular.




Como resultado de estas interacciones iniciales aparecen otros
receptores de superficie celular para la interleucina 2 (IL-2), un factor de
crecimiento de linfocitos. También, se activa la sintesis y secrecion de IL-2,
dando lugar a una estimulacion autocrina. La interaccion de la IL-2 con su
receptor (IL-2r) promueve la transicién de la fase G4 a S, seguida por la
propagacion de la fase mitética del ciclo celular (Munoz, 1994). La
activacion de linfocitos T cooperadores depende de la estricta activacion del
Receptor de la Célula T (TCR) por el antigeno y el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) y esta regulado por un niamero de moléculas
coestimuladoras como CD80 y CD86 (Kneitz et al., 1999).

b) Células B:

La activacion de las células B resulta del entrecruzamiento de las
inmunoglobulinas (lg) de membrana, como resultado de la union del
antigeno. Esto puede ser reproducido experimentalmente usando anti-
inmunoglobulinas (anti-lg) o lipopolisacaridos (LPS). Esta interaccion
incrementa la expresion del MHC tipo I el cual, facilita la interaccion entre
las células B y T antigeno especificas. Después de ésta interaccion, las
células T cooperadoras proveen el estimulo requerido para la proliferacion y

diferenciacion de células B (Mufioz, 1994).

La secrecion acumulada de inmunoglobulinas (lg) puede ser
estimada mediante el sobrenadante de cultivos de linfocitos o el suero de
organismos inmunizados, cuantificAndose por el método de
Radiolnmunoanalisis (RIA) y el de Anadlisis de Inmunoabsorcion Ligado a
Enzima (ELISA) (Abbas et al., 2002).




c) Proliferacion celular:

La cantidad y calidad de respuesta celular a un estimulo particular
varia con las condiciones de cultivo, la den.sidad celular, la concentracion
de agentes activadores como las citocinas por ejemplo IL-2, IL-4 e IL-5,
(Kneitz et al., 1999) el tejido donador de las células y el grado de estrés del

animal utilizado.

El tiempo y duracién del pico de respuesta varia con el tipo celular
activado, el uso de un activador particular y su concentracion (Mufioz,
1994).

La proliferacion de los linfocitos B, al igual que la de otras células, se
valora in vitro midiendo la cantidad de timidina marcada con tritio (*H) que
se incorpora al ADN en replicacion de las células cultivadas. La
incorporacién de la timidina proporciona una medida cuantitativa de la
velocidad de sintesis de la division celular (Abbas et al.,, 2002); también
pueden ser utilizadas otras sustancias como el reactivo Cell Titer 96
Aqueous Assays (PROMEGA) que es un método no radiactivo, por lo tanto

es mas sencillo de emplear y se utilizara en este trabajo.




3. Descripcion de la especie Rhopalurus junceus Herbst 1800.

Taxonomia:

Clase: Arachnida.

Orden: Scorpiones.

Familia: Buthidae.

Especie: Rhopalurus
junceus.

Nombre comun: escorpion

azul.

Caracteristicas: los adultos
miden 55-100 mm de longitud. Su cuerpo es de color azul obscuro con un

triangulo intercular negro.

Distribucion: Caribe, en las islas de Cuba, Haiti y Sur América en

Venezuela.
Clima: tropical templado con humedad relativa en todo el afio.

Habitat: es un organismo generalista, vive en varios tipos de bosques (de
la costa seca a montafnas lluviosas), sabanas y areas semidesérticas. Se
encuentra bajo rocas, sobre troncos de arboles caidos, epifitas, sobre la

tierra y generalmente ingresa a las casas de los alrededores.

Escorpionismo: muy comun en
Cuba y mucha gente es picada al
afo. No se han reportado
muertes, con la excepcidn de
pocas muertes debidas a
choques anafilacticos. (Cao et al.,
1997).




. ANTECEDENTES

El cancer constituye uno de los principales problemas sanitarios en
todo el mundo y es una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad tanto de la infancia como en la edad adulta (Abbas et al., 2002).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (pagina de internet No. 1)
mas de 10 millones de personas son diagnosticadas con algln tipo de
cancer cada afo, causando el 12% de las muertes en el mundo es decir,
causa el fallecimiento de 6 millones de personas en el mundo. En México,
segun la Secretaria de Salud (pagina de internet No. 2) e INEGI (pagina de
internet No. 3) el porcentaje de defunciones por el padecimiento del cancer
fue del 12.7% para el afio 2001.

Puede haber diversas razones por las que la inmunidad antitumoral
no sea capaz de erradicar las células transformadas en cancerigenas: en
primer lugar, las células tumorales derivan de células del huésped,
segundo, el crecimiento y la diseminacion de los tumores pueden superar la
capacidad del sistema inmunitario de erradicar las células tumorales y en
tercer lugar, muchos tumores tienen mecanismos especializados para
evadir las respuestas inmunitarias del huésped (Abbas et al., 2002). Por
ejemplo, los tumores pueden secretar moléculas inmunosupresoras como
IL-10, TGF-B, y PGE2 y, no secretan citocinas que afectan a las células
inflamatorias activando la respuesta inmune local (Agha-Mohammdi y
Lotze, 2000).

Se han realizado estudios en los que se busca dirigir la respuesta
inmune contra un antigeno utilizando veneno de escorpiéon como el de
Calderon-Aranda (1992) que empled veneno soluble, macerado de telson,
fraccion II y la toxina Cn2 del escorpidon Centruroides noxius Hoffman

inmunizando intraperitonealmente en ratones, encontrando una
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inmunodominancia antigénica de los que contienen proteinas que bloquean

canales de Na™.

Mufioz (1994) analiza el efecto de la toxina 2 (Cn2) del veneno del
escorpion Centruroides noxius en linfocitos T y B murinos, aislados de
bazo, ganglios y timo, utilizando dos estrategias: en una de ellas se
preinmuniza ratones hembras con la toxina y en la segunda no se
inmunizan. Ademas, se agrega para cada uno de los dos casos arriba
mencionados el mitégeno Concanavalina A (Con A) a distintas horas de
cultivo. Después se agrega Cn2 a distintas concentraciones, antes o
después de agregar el mitdgeno. Los resultados muestran que, para las
celulas de timo no inmunes, activadas con Con A, se disminuye en 20% la
proliferacion. Los linfocitos B no muestran efecto después de activados con
IgG. Se empled la linea celular Jurkat con el proposito de dilucidar si existe
efecto de la toxina sobre canales de Na®* pero, dado que estas células no
mantienen sus mecanismos de regulacién intactos no es posible inferir lo
antes mencionado. Concluyendo que no se puede definir el mecanismo de

accion de la Cn2 sobre los linfocitos T y B murinos.

En 1992 el Lic. Bordier y colaboradores (La Habana, Cuba),
investigaron las formas de preparacion, dosis, vias de administracion y
esquemas de tratamientos para el uso en humanos del veneno del
escorpion Rhopalurus junceus Herbst logrando en 1996, patentar un
preparado natural como “Composicién Antitumoral”, al ser demostrada su
actividad sobre algunas lineas celulares cancerigenas entre las que se
encuentran: higado, estémago, prostata, utero, huesos, cerebro, sangre,

rifén, pulmén y mama (Patente Cu-22413 A1).
Aunados con el laboratorio cubano LABIOFAM, Rieumont et al.

(2003) después de hacer extracciones por estimulacion eléctrica del veneno

del escorpion azul reportan una fraccidon mayoritaria con un peso de 14.3
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KDa y similitudes en el patrén electroforético (SDS-PAGE) de organismos
de diversas localidades asi como, una inhibicion del crecimiento de las
lineas tumorales Hela, Hep-2 y NCI-H292, a concentraciones inhibitorias
medias (ICsp) de 1.5 mg/mL, 1.6 mg/mL, 1.2 mg/mL respectivamente. Para
la linea MRC-5 la ICsq es de 2.1 mg/mL, lo cual indica que hay poca

afectacion en esta linea celular debida al veneno total.

En Brasil, se analiz6 el efecto del veneno de la serpiente Bothrops
jararaca (BjV) in vivo e in vitro sobre células de tumor de Ehrlich. In vivo,
se observa un incremento en los leucocitos poliformonucleados vy
mononucleados a lo largo del tratamiento en los organismos tratados con
BjV debido al proceso inflamatorio. In vitro, se observa una gran toxicidad
del veneno al incrementar la concentracién (de 2.5, 5y 10 a 20 ug) en
contacto con células tumorales pero, existe mas viabilidad de estas células
tumorales que las intraperitoneales. Concluyendo que el tratamiento con
BjV promueve el 99% de inhibicion del tumor, ademas las células
tumorales tienen mas resistencia al veneno respecto a las no tumorales (da
Silva et al., 2002).

Yang-Feng et al. (2002) aislaron un péptido antitumoral del veneno
del escorpion chino Buthus martensii Karsch. Después de una extensa
separacion por medios cromatograficos, lograron purificar a homogeneidad
un péptido llamado ANTP de peso aproximado de 6,280 Da. Los ensayos
farmacol6gicos fueron llevados a cabo en dos modelos de cancer en
ratones in vivo. El primer modelo fue de tumor de ascitis de Ehrlich, en
donde se determiné que, a una dosis de 0.6 mg/kg de ANTP se prolongan
los dias de sobrevivencia hasta en un 31.5%. El segundo modelo, fue el de
fiborosarcoma S-18 en el cual, con la misma dosis que en el tumor de
Ehrlich, se disminuyé el tamaiio del tumor hasta en un 39%.

12



Fraser et al. (1999) investigan la posibilidad de que canales de Na*
estén involucrados en el desarrolio morfolégico de células MAT-LyLu que
son altamente metastasicas. Incubando dos lineas celulares; MAT-LyLu y
AT-2 con 6 pM de tetrodotoxina (TTX) procedente de pez globo, se altera
solamente la morfologia de MAT-LyLu produciendo decrementos
significativos en el tiempo de proceso celular y un incremento en el
diametro del cuerpo celular. Esto indica que los canales de Na® pueden

estar involucrados en el potencial metastatico de éstas células.

Harvestick et al. (2000) producen un agente farmacolégico llamado
TH-1177 con la habilidad de retardar el influjo de Ca®" en lineas celulares
de cancer de prostata humano LNCaP y PC-3, logrando inhibir su
proliferacion por medio de mecanismos citoestaticos en vez citotdxicos.
Administrando TH-1177 en ratones se retarda significativamente Ila

progresion del cancer letal sin toxicidad aparente.

En Estados Unidos, se han realizado estudios sobre el tratamiento
de tumores cerebrales primarios, donde se demostrd el posible mecanismo
de accion de la clorotoxina (Cltx), un péptido de 4kD purificado del veneno
del escorpion israeli Leiurus quinquestriatus para el tratamiento de gliomas

(Soroceanu et al., 1998).

Segun Lyons et al. (2002) la clorotoxina es un marcador muy
especifico de los tumores de origen neuroectodermal y de gliomas; de 262
biopsias tomadas de gliomas humanos recurrentes, la mayoria (74-79)
unieron un 90% de clorotoxina, contra 32 biopsias procedentes de tumores

no ectodermales que son negativos a la unién de la clorotoxina.

Lo cual indica que, la clorotoxina es muy especifica a la unién de

tumores ectodermales dado que presenta la capacidad de cruzar la barrera
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hematoencefalica y reacciona con los canales de cloro especificos del
glioma llamados GCC (Ullrich y Sontheimer, 1997).

La corporacion TransMolecular (EE. UU.) (pag. de internet No.4) ha
creado un péptido sintético derivado de la clorotoxina, llamado "*'I-TM-601.
Una sola dosis del péptido administrado intracranealmente en ratones
xenoinjertados con glioma humano, extiende la supervivencia en un 269%

demostrado en estudios separados (Alvarez et al., 2003).

Dicho laboratorio cuenta con permiso de la Oficina de Alimentos y
Medicinas (FDA, EE. UU.) para llevar a cabo un ensayo clinico Fase II en
humanos con este péptido, donde se evaluara la tolerancia, seguridad y

respuesta del tumor al tratamiento (Mamelak et al., 2003).

Prior Mier (2002) analiza el efecto inmunomodulador del extracto
crudo y tres fracciones procedentes de exclusion molecular de la anémona
Anthopleura xantogrammica en ratones, encontrando que el extracto crudo
no tiene efecto inmunogénico pero, los ratones inmunizados con extracto
crudo y albimina de suero bovino (BSA) si presentan aumento en la
produccion de anticuerpos. Lo cual indica que el extracto crudo es

inmunoestimulante, relacionandolo con canales de calcio.

También se probé el efecto citotoxico in vitro del extracto en celulas
de cancer de colon LIM1215, de mama SKBR3 y de préostata DU145. El
extracto crudo y las fracciones 1 y II, presentaron efecto de estimulacion en
la division celular de cancer de colon, al contrario de la fraccion III que tuvo
efecto contrario inhibiendo la divisién celular. Para las células de cancer de
mama, el extracto crudo y la fraccién 1 estimularon la division celular, la
fraccion II presenté actividad citotéxica. Por otro lado, las células de cancer
de prostata se dividieron al estar en contacto con la fraccion III. El extracto

crudo y las fracciones I y II no tienen efecto en estas células. Estos
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resultados muestran que el extracto crudo estimula el crecimiento de las
células cancerigenas probadas, lo cual puede ser resultado de la accion

sinérgica de péptidos sobre canales de calcio (Prior Mier, 2002).

De la misma manera, Ruiz (2004) inmuniza intraperitonealmente
ratones con el extracto crudo de Conus californicus, encontrando efecto

inmunoestimulador del extracto dirigido contra BSA.

Ademas, probo el efecto del extracto de C. californicus en lineas
celulares de cancer de prostata DU145 y de mama SKBR3, agregando 50
uL de extracto de C. californicus y sus fracciones, encontrando para las
células de prostata que solo sobreviven el 53.25%, de la misma manera, la
fraccion 1y 9 con el 29% y 40% de sobrevivencia respectivamente. Las
fracciones 7, 8, 10 y 12 presentan un efecto de alrededor del 25-30% de
inhibicion del crecimiento. Para las células de SKBR3, existe un efecto del
35% de inhibicion del crecimiento con extracto crudo, debido

presumiblemente a la presencia de conotoxinas (Ruiz, 2004).

Se puede resumir el efecto antitumoral de los venenos de escorpion

sobre el organismo en tres niveles:

1) Nivel Tisular: logrando la inhibiciébn de la angiogénesis, es decir,

impidiendo la formacioén de nuevos vasos sanguineos a partir de los
existentes (Barroso, 1998) ya que, las células endoteliales juegan un
importante papel en el crecimiento, progresion y metastasis del tumor
debido a que las células neoplasicas requieren acceso a vasos
sanguineos como fuente de factores de crecimiento, oxigeno y
nutrientes para mantener su actividad metabdlica y supervivencia
(Abbas et al., 2002; Rak et al., 2002).
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Dichos inhibidores producen isquemia dentro de la masa tumoral
debido a anormalidades funcionales y anatomicas de la microcirculacion

del tumor.
Se ha llegado a plantear que el uso de inhibidores de la

angiogénesis en células endoteliales puede dar mejores resultados que

el mismo tratamiento en células tumorales (Barroso, 1998).

2) Nivel Molecular: alterando el funcionamiento de las membranas

celulares de células tumorales, en particular los canales ibnicos,
produciendo un efecto citostatico que puede inducir la apoptosis o
muerte celular. Los canales idnicos principalmente afectados por los
péptidos contenidos en el veneno de diversos escorpiones afectan
principalmente la ATPasa de Sodio (Na*), Potasio (K"), Cloro (CI),
Calcio (Ca**) (Mufioz, 1994), provocando una disminucion del

metabolismo de esas células y finalmente la muerte celular.

La apoptosis es muy importante en el sistema inmune porque
interviene en la formacién del repertorio de células B y T, en los
mecanismos de tolerancia central y periférica, en la eliminacion de
células autoreactivas, en el establecimiento de la memoria inmunoloégica
y en los mecanismos citoliticos de células asesinas naturales (NK) y

linfocitos T citotdxicos (Arango, 1997).

3) Nivel Sistémico: esto se logra aumentando la respuesta

inmunoloégica del organismo.
Recientemente, se ha demostrado que IL-6, IL1-a, IL1-B, a1-AT, NO,

IFN-y, GM-CSF se incrementan después de la picadura de escorpiones de

los géneros Leijurus, Buthotus y Tityus (D’Suze et al., 2003).
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Devaux et al., (2002) en su articulo inmuniza de 4-12ug/peso de
ratén, via subcutanea de tres toxinas principales (Aahl, Aahll y AahlIIl) del
veneno del escorpion Androctonus australis hector con la intencion de,
inducir respuesta inmune en dos cepas de ratones (Balb/C y C57BL/6)
cuantificado la produccion de Ac por los métodos de ELISA y RIA,
encontrando que la Dosis Letal media (LDsg) es de 0.38ug/20g para ratones
cepa C57BL/6 y 1.4ug para Balb/C. La toxina AahI no induce respuesta
inmune, pero al ser acoplada a tres moléculas acarreadoras: BSA, KLH y
un péptido sintético (Abu)sAahll, hay respuesta contra Aahl, esto depende
de una apropiada presentacion por las moléculas H-2° o H-2" del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad. Fukuara et al. (2003) encuentra resultados
similares en pacientes envenenados severa 0 moderadamente por picadura

del escorpion Tityus serrulatus.

Dado que no existe informacién sobre el efecto inmunoestimulador
del veneno del escorpion azul, se ha realizado la siguiente investigacion
para determinar si existe en ratones Balb/C sanos, analizando la
producciéon de anticuerpos policlonales especificos (accion sobre linfocitos
B) contra un antigeno (BSA) por medio de un inmunoensayo enzimatico
(ELISA) vy, la proliferacion de linfocitos T policlonales en respuesta a un

lisado de células de cancer de mama SKBR-3 por el método de MTT.
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Il OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del Veneno Completo del escorpion Rhopalurus
junceus Herbst sobre la produccion de anticuerpos y la proliferacion in vitro

de linfocitos T de ratones.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del Veneno Completo del escorpion Rhopalurus
junceus Herbst en la produccion de anticuerpos policlonales por un
Inmunoensayo Colorimétrico Ligado a Enzima (ELISA) en suero de

ratones previamente inmunizados.

2. Evaluar el efecto del Veneno Completo del escorpion Rhopalurus
Jjunceus Herbst sobre la proliferacion in vitro de poblaciones
policlonales totales de linfocitos T de ganglios popliteos de ratones
inmunizados con un lisado de células de cancer de mama SKBR3

por el método de MTT.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Produccion de Anticuerpos.

1.1 Inmunizacion de ratones.

Se inmunizaron ratones hembras Balb/C de 5-6 semanas de edad,
formando 5 grupos de 5 animales cada uno (Tabla No. 2). Se realizaron 7

inmunizaciones via intraperitoneal.

El Veneno Completo del escorpion R. junceus fue proporcionado por
el Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro (CICESE). Los organismos se

mantuvieron en un bioterio (UABC, Ensenada).

Las concentraciones de inmunizaciéon fueron: 10 ug/20g de BSA
para el Grupo 1; 5 ug/20g de Veneno Completo (VC) de R. junceus para el
Grupo 2; 10 pg/20g de BSA y 5 ug/20g de VC Grupo 3; 10 ug/20g de BSA y
100 pL de Adyuvante Completo de Freud para el Grupo 4; 10ug/20g de
extracto de anémona Anthopleura xantogrammica para el Grupo 5; todos a
un volumen final de 200uL con PBS 1X pH 7.4. Al Grupo 1 inmunizado con
BSA, después de la tercera inmunizacion se le disminuyé la concentracion
de albumina a 3ug/20g (Tabla No. 2). Se empled el extracto de anémona
como control positivo por que existe referencia de su efecto

inmunoestimulante (Prior Mier, 2002).
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Tabla No. 2.- Protocolo de inmunizacién.

Grupo Namero: Inmunizado con: Concentracion
1 Albimina de Suero Bovino (BSA) 10ug/20g
2 Veneno completo (VC) de
P V) Sug/20g
Rhopalurus junceus
3 VC de Rhopalurus junceus + BSA
paliris] 51g/20g y 101g/20g
4 BSA + Adyuvante Completo de
d P 10ug/20g y 100uL
Freid
5 Extracto de Anémona Anthopleura
10ug/20g + 10ug/20g
Xantogrammica + BSA

1.2 Disefo del Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzima
(ELISA)

Los ratones fueron sangrados un dia después de cada una de las
inmunizaciones empleando una trampa para inmovilizar ratones (Broome
Restraints, Plas-Labs, VWR). La sangre colectada se incub6é 10 minutos a
37° C, después de desprender el coagulo se centrifugd a 12,000g durante

30 minutos con el fin de obtener suero.

Para medir la respuesta de los linfocitos B en la produccion de
anticuerpos, se realizé el ELISA, colocando BSA como antigeno a una
concentracion de 0.5ug/mL en 50 pL, se incubd toda la noche a 4° C.
Después se elimind el sobrenadante y se adicionaron los sueros de raton

diluidos 1:50 en suero de gallina 3% (en amortiguador TBS 1X pH 7.6) y se
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incubd toda la noche a 4° C. Al término de la incubacion se descarto el
sobrenadante y se lavo la placa tres veces con amortiguador TBS-Tween20
al 0.05%. Posteriormente, se agregaron 50 pL del conjugado enzimatico
compuesto de un anticuerpo anti-ratén acoplado a fosfatasa alcalina y se

incubd a 4° C toda la noche.

Después se desechd el conjugado y se lavd la placa tres veces con
TBS-Tween20 al 0.05%. Para revelar se adiciono el sustrato para fosfatasa
alcalina y se incubd por 20 minutos. El color desarrollado, se determiné
espectrofotometricamente a 405nm en el lector de ELISA (Microplate
Reader Benchmark, Bio Rad).

2. Ensayo de Linfoproliferacion
2.1 Cultivo de Células de Cancer de mama SKBR-3

Las células criopreservadas a -70° C en dimetilsulféxido (DMSO)
10% en BSA, se descongelaron a temperatura ambiente. La manipulacion
de las células se realiz6 en condiciones estériles en una campana de flujo
laminar (Purifier Class II Biosafety Cabinet, LABCONO). Después de
ambientadas, se colocaron en una placa de cultivo celular (FALCON) con 9
mL de medio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) y 1% de antibidtico (10,000U/mL de penicilina, 10,000U/mL
de estreptomicina y 25ug/mL de anfotericina, GIBCO).

El medio se ambient6 previamente en la campana. Se rotuld la placa
y se colocd a 37° C y CO; al 5% por 24 horas en la incubadora (Water
Jacketed CO; Incubator, VWR Scientific Products). Después se extrajo por
completo el medio y se agregaron 9 mL de medio recién ambientado y se
coloco en la incubadora. El medio fue reemplazado cada 48 horas. Dado

que las células tienen la capacidad de adherirse a la placa de cultivo y
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Tabla No. 3.- Disefio de la Inmunizacién para Ensayo Linfoproliferativo

Grupo Grupo Inmunizado con:
Numero:
1 Prueba Lisado de células SKBR3
[4pg/mL] +

Aceite mineral (10 pL)

2 Control Negativo No inmunizado

2.3 Extraccion de Ganglios

Después de las inmunizaciones y cuando se observaba inflamacion
en los ganglios popliteos, los organismos fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Bajo condiciones de esterilidad se procedidé a disectar
los ganglios popliteos, posteriormente fueron macerados en una gasa
estérii y lavadas con medio RPMI 1640 (SIGMA) ambientado,
suplementado y estéril. Se realizé un conteo celular de cuatro cuadrantes
en la camara de Neubauer tomando 10uL de la solucién. Para el control

negativo se realizd el mismo procedimiento.
2.4 Ensayo de Linfoproliferaciéon.

Se colocaron 4.2X10* células en cada pozo de la placa de
microcultivo (COSTAR) de 96 pozos a un volumen final de 100uL bajo
condiciones de esterilidad. Después de incubarlas por 24 horas a 37° C con
CO; al 5%, se agregaron 10ug/mL de los diferentes tratamientos en un
volumen de 20 pL, por triplicado. Los tratamientos son: No. 1.- lisado de

células SKBR3, No. 2.- extracto de Conus californicus, No. 3.- extracto de
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anémona Anthopleura xanthogrammica, No. 4.- veneno completo de
Rhopalurus junceus, No. 5.- Concanavalina A y finalmente el No. 6.-

consistiendo en una combinacion del lisado de SKBR3 y VC de R. junceus.

El Veneno Completo se aplicO a dos concentraciones, la antes
mencionada de 10ug/mL y otra de Sug/mL. Para la combinacion de lisado y
Veneno Completo también se emplearon las concentraciones de veneno

antes mencionadas, respetando la concentracién del lisado.

Como control negativo se emplearon linfocitos T no sensibilizados,
es decir de un organismo no inmunizado, como control positivo se aplicé a
linfocitos T sensibilizados el mitdbgeno Concanavalina A en diferentes
tiempos de aplicacion, el primero en el dia 1 de cultivo y el otro en el dia 4
(Tabla No. 4). Se cultivaron 5 dias a una atmoésfera parcial de CO, al 5% a
una temperatura de 37° C. Después de 72 horas de cultivo se agregd 20 uL
de medio RPMI 1640 estéril a cada pozo. Los ensayos se realizaron por

triplicado, solo se realizé un experimento.

Posteriormente se adicionaron 20 uL del reactivo Cell Titer 96
Aqueous, se incubé por dos horas a 37° C con CO,al 5%. La cantidad de
células vivas se determin6 por el método de MTT en un lector de placas de
microcultivo a 495nm (Microplate Reader Benchmark, Bio Rad).

2.5 Analisis Estadistico.

Se realizé un andlisis estadistico a posteriori, con la Prueba de

Tukey con un intervalo de confianza del 95%.
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Tabla No. 4.- Disefio del ensayo linfoproliferativo.

Inducido con:

r

Concentracion:

Dia de aplicacion:

Lisado de células
SKBR-3

Extracto de

Conus californicus

Extracto de Anémona

Anthopleura xanthogrammica

Veneno Completo de

Rhopalurus junceus

ConA

Lisado de células SKBR-3 + VC

de Rhopalurus junceus

Control negativo (naive)

Control negativo (naive) + Con A

10ug/mL

10pg/mL

10pg/mL

10ug/mL & Spg/mL

10pg/mL

10pg/mL de lisado +
10pg/mL & 5ug/mL

10pg/mL

10ug/mL + 10pg/mL
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V. RESULTADOS
1. Produccién de Anticuerpos

El grupo de ratones inmunizado con BSA (Grupo 1) presenta una
respuesta mayor respecto al control negativo no inmunizado, pues existe

una mayor produccion de anticuerpos especificos para este antigeno.

El Veneno Completo del escorpion no induce una respuesta
marcada por células B contra BSA cuando es inmunizado solo, puesto que
las unidades de absorbancia son mas bajas que el control negativo no

inmunizado.

Cuando se inmuniza el VC de escorpién mas el BSA (Grupo 3), se
incrementa la respuesta inmune pero es menor en un 9.2% en relacion al
control positivo que fue inmunizado con BSA (Grupo 1). Cuando se
inmuniz6 con BSA y Adyuvante (Grupo 4), se esperaba una respuesta

mucho mayor que el Grupo 1, pero la respuesta es similar.

El Grupo 5, que fue inmunizado con BSA y Extracto de Anémona,
presenta un incremento del 6% en la produccién de anticuerpos dirigidos

para BSA comparado con el Grupo No. 1.
Como se puede observar, no existe efecto inmunoestimulante del VC

cuando es combinado con BSA (Grupo 3) dado que esta respuesta es igual

a la del Grupo 1 que fue inmunizado unicamente con BSA (Grafica No. 1).
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Grafica No. 1.- ELISA de suero de ratén contra BSA.
Se muestran los promedios de cada grupo, con la desviacion estandar. El Control negativo consta de suero
pre-inmune. Lectura a 405nm. A los promedios se les ha restado el control negativo, para mostrar la diferencia

de este con cada uno de los grupos.

2. Ensayo de linfoproliferacion

Después de las inmunizaciones en los cojinetes plantares traseros
los ratones se sacrificaron y se extrajeron los ganglios popliteos,
cultivandose 24 horas a 37° C con CO; al 5%, se pusieron en contacto con
los diferentes tratamientos; siendo el lisado de células SKBR3 el que
presenta un mayor efecto linfoproliferativo, ademas de ser estadisticamente
significativo (p= 0.00201), esto se espera puesto que los ratones fueron
inmunizados con este lisado celular y los linfocitos T ya se encuentran

sensibilizados contra los antigenos presentes en el lisado.

El extracto de Conus californicus, no es significativamente
estadistico respecto al control negativo que no fue inmunizado, por lo tanto

no tiene efecto en el aumento de la proliferacion celular.
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El extracto de Anémona estimula la division de los linfocitos T
significativamente (p= 0.000348) respecto al control negativo que no fue

inmunizado.

A pesar de que el VC de R. junceus se agregd en dos
concentraciones finales de 10 yg/mL y 5 yg/mL, no existe estimulacion en
la proliferacidon celular comparado con el control negativo, no es

estadisticamente significativo.

Las células ya sensibilizadas al estar en contacto con Con A, fueron
estimuladas mayormente cuando el mitbgeno fue agregado después de 24
horas de cultivo. Otros pozos fueron estimulados después de 96 horas de
cultivo y la lectura obtenida es menor que las sensibilizadas después de un
dia de cultivo. Por lo tanto, las células sensibilizadas estimuladas con Con
A después de 24 horas son estadisticamente significativas (p= 0.0143)

respecto al control negativo.

También se realizd una mezcla de lisado de SKBR3 y VC de
escorpion con dos concentraciones de Veneno Completo, siendo la
concentracion de Sug/mL la que presenta mayor estimulacién y es
estadisticamente significativa (p= 0.015) respecto al control negativo no

estimulado.
El control negativo de células no sensibilizadas que fue estimulado

con Con A, muestra que la concanavalina si estimula la divisidn celular

dado que es estadisticamente significativo (p= 0.0187).
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Grafica No. 2.- Ensayo de Linfoproliferacion.

Se muestran las absorbancia a 495nm y las desviaciones estandar. El control positivo son linfocitos T de

organismos sensibilizados, retados in vitro con SBKR3. El control negativo (naive) consta de células no

sensibilizadas y no fue inducido. * Resultados estadisticamente significativos respecto al control negativo
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Vl. DISCUSIONES

1. Produccion de anticuerpos contra BSA.

Como muestra en la grafica No. 1, en los sueros de los organismos
existe un incremento en la produccién de anticuerpos contra BSA, aunque
esto no aplica para el Grupo 2, que fue inmunizado con Veneno Completo
de R. junceus, pues la lectura obtenida fue menor que la del control
negativo que consistid en suero pre-inmune, lo cual significa que no es
inmunoestimulador. Como se muestra, se incremento la respuesta respecto
al Control negativo en el Grupo 5 que fue inmunizado con BSA y Extracto
de Anémona, lo cual concuerda con lo reportado por Prior Mier (2002).

El Grupo 3, inmunizado con la mezcla de BSA y VC, no muestra
respuesta significativa respecto del Grupo 1, lo cual significa que no tiene

efecto inmunoestimulante sobre células B.

El Grupo 4, que fue inmunizado con Adyuvante y BSA no presenta
un aumento significativo en la respuesta respecto al Grupo 1; se esperaba
que el adyuvante potenciara la respuesta inmune al poner en contacto el
antigeno a las células presentadoras favoreciendo su presentacion y la
infiltracion de otras células del sistema inmune, sin embargo, en este

experimento no fue asi.

El control negativo que proviene de un organismo no inmunizado,
presenta respuesta de anticuerpos contra BSA, esto puede ser resultado de
las similitudes (del 80%) que existe entre BSA y la Albumina de Suero de
Raton (MSA) (Ruiz, 2004). Y dado que en la placa de ELISA el BSA es
utilizado como antigeno y éste se encuentra unido a la placa dejando
espacios que pueden ser muy compartidos entre ambas albuminas, existe

el reconocimiento de anticuerpos circulantes.
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2. Ensayo Linfoproliferativo.

Este sistema de linfoproliferacion in vitro, ha sido previamente
utilizado para evaluar el efecto de otras toxinas sobre células linfoides como
cardiotoxina y caribdotoxina (Mufioz, 1994) ya que permite un primer

acercamiento para evaluar el efecto de toxinas sobre los linfocitos.

Se utilizé el activador Con A puesto que, induce una fuerte accion
mitogénica principalmente sobre linfocitos T, se ha propuesto que es un
estimulo similar al mediado por la respuesta proliferativa inducida con
anticuerpos monoclonales anti-TCR. Esto permite evaluar una respuesta
policlonal que no es posible estudiar cuando se utiliza como mecanismo de
induccioén a la proliferacion un antigeno especifico pues, limita la respuesta

solo de algunas clonas con el receptor para el antigeno activador.

El Control positivo que es el lisado de células SKBR3, tiene mas
absorbancia debido a que los ratones fueron inmunizados con este lisado y
los linfocitos T ya tenian un reto para ese antigeno, siendo
estadisticamente significativo (p= 0.000201) respecto al control negativo

naive.

El extracto de C. californicus, no muestra estimulaciéon de linfocitos
T, no es significativo estadisticamente, por lo tanto el extracto de Conus no
inmunoestimula pero si tiene un efecto citotdxico, lo cual se habia
encontrado por Ruiz (2004) en células de cancer de mama donde se inhibe

el crecimiento celular en un 65%.

El extracto de anémona, presenta un efecto de estimulacién en la
division celular a una concentracién de 1 pg/ul segun lo reportado por
Prior Mier (2002). Se observé un incremento de la division celular aunque
éste no es mayor que la del control positivo (SKBR3) pero, dicho
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crecimiento es estadisticamente significativo respecto al control negativo no
sensibilizado y no estimulado (naive). La concentracion utilizada en este
trabajo es de 10 pyg/mL, lo cual sugiere que la estimulacién de la division
celular esta relacionada con la concentracion del extracto pues, la
concentracion que empleada es menor a la reportada por Prior Mier (2002)
entonces, entre mas concentrado existen mas moléculas estimuladoras de
canales idnicos y otros receptores de membrana. Esta actividad de canales
ionicos se refiere principalmente a la activacion o inactivacion de proteinas
de membrana, causando diferencias en los flujos de entrada y salida de

iones, modificando asi, el curso del ciclo celular.

El veneno del escorpion R. junceus se agregd en dos
concentraciones una de 5 pg/mL y otra de 10 pg/mL, observando una
mayor proliferacion de las células en contacto con la menor concentracion
(de 5 pg/mL), como posible resultado de un efecto inhibitorio del
crecimiento celular, por lo tanto, si se aumenta la concentracion del veneno

puede tener un efecto citotdxico en vez de estimulador.

Como controles se agregd a las células T sensibilizadas Con A en
dos tiempos. Puesto que la concanavalina es un mitdgeno que promueve la
division celular al ser un péptido pequefio se sugiere (Licea, 1994) que no
es necesaria la presentacion de este péptido por las células presentadoras
de antigeno (APC) sino que, puede formar complejos directamente sobre
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II (MHC II) de
superficie de la células presentadoras profesionales (APC) e iniciar la
estimulacion de los linfocitos T. Sin embargo, en el ensayo de MTT la
lectura obtenida es menor que para las células control inducidas con
SKBRS3, esto puede ser causado por que el maximo de estimulacion de la
Con A es de 48 horas (Licea, 1994) por lo tanto la lectura tomada después
de 72 horas de cultivo con induccién fue menor, por lo que se presume

disminuye la proliferacion de las células T. En el segundo tiempo de
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induccion adn no habia llegado al maximo de estimulacion reportado por
Licea (1994). Sin embargo, las células sensibilizadas y estimuladas
después de 24 horas de cultivo son estadisticamente significativas respecto
del control negativo que no fue estimulado, lo cual indica que si existe

estimulacion.

La combinacién de lisado SKBR3 a una concentracion de 10 pg/mL
y VC de R. junceus en dos concentraciones 5 pg/mL 6 10 pg/mL, no
presenta estimulacion de la division celular respecto a las células tratadas

con SKBR3, sin embargo, el tratamiento de lisado+VC a 5ug/mL es

estadisticamente significativo respecto al control negativo de células naive

(no sensibilizadas y no estimuladas), esto apoya la hipétesis de un efecto

supresor o citotéxico del veneno en linfocitos T.

Aunque no es posible discernir el nivel de accion del Veneno
Completo, éste puede darse sobre macréfagos, que son las células que
presentan el antigeno in vitro, por lo tanto, no hay estimulacion de las
células T puesto que no habria células capaces de presentar el antigeno.
Tampoco se puede descartar un efecto directo del veneno sobre los
linfocitos T, ya sea a nivel de canales i6nicos o de inhibicion de la cascada

de sefiales para el inicio del ciclo celular.

El control negativo que fue inducido con Con A después de 24 horas
de cultivo, presenta un aumento en la proliferacion celular estadisticamente
significativo (p= 0.0187) respecto del control negativo no sensibilizado y no
estimulado (naive), lo cual apoya la idea de que la Con A si estimul6 los
linfocitos T promoviendo una divisidon celular independiente del antigeno

con el cual fueron inmunizados los ratones.
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Vil. CONCLUSIONES

Con el esquema de inmunizacion planteado en este trabajo y con las
concentraciones de inmunizacion via intraperitoneal utilizadas, no existe
efecto inmunoestimulante del Veneno Completo del escorpion Rhopalurus

junceus.

En el ensayo linfoproliferativo, no existe aumento significativo
estadisticamente en la division celular de linfocitos T sensibilizados tratados

con el Veneno Completo del escorpién a dos concentraciones.

Por lo tanto se propone, que el Veneno Completo del escorpion R.
junceus tiene efecto supresor dependiente de la concentracion. Ademas,
se debe realizar investigacion mas profunda sobre los posibles mecanismos

de accion de este veneno en células del sistema inmune.

34



VIll. PERSPECTIVAS

Se recomienda realizar una purificacién y caracterizacion de los
compuestos proteicos del Veneno Completo de Rhopalurus junceus, para
inmunizar ratones con las fracciones ya purificadas del veneno y analizar
de manera separada su accién en el sistema inmune. De esta manera, se
elimina la posibilidad de que exista un enmascaramiento de la posible
accion inmunomoduladora que contengan algunas de las fracciones del

veneno.
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