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RESUMEN

Introduccion: El ciempiés S. gigantea es el responsable de
muchos casos de emponzofiamiento en distintas regiones centro-
norte de Venezuela, debido a las moléculas constituyentes del
veneno, cuyas caracteristicas no se conocen en esta especie,
obstaculizando el desarrollo de tratamientos efectivos, el
objetivo de esta investigacion fue determinar las proteinas y los
carbohidratos del veneno de este centipedo gigante. Métodos: Se
extrajeron y caracterizaron las proteinas por electroforesis (PAGE)
en condiciones nativas (12%) y desnaturalizantes (gradiente
discontinuo: 8-12-14%), asi como por zimografia para deteccion
de proteasas. Adicionalmente, se caracterizé cualitativamente
la presencia de carbohidratos (monosacaridos y disacaridos
reductores; aldosas y cetosas; pentosas y hexosas; polisacaridos).
Resultados: El patron de bandas proteicas en los geles de 8-14%
presenté la mejor resolucion, con 28 en condicion nativa y 22 en
condicion reductora de entre 22-250 KDa, observando 4 bandas
con actividad serinproteasa (100, 116 y dos 2250 KDa) y 3 bandas
con actividad metaloproteasa (51, 26 y 22 KDa). Asimismo, se
detectaron cetosas, pero los monosacaridos, disacaridos reductores
y el almidén estaban ausentes. Conclusion: El veneno de esta
especie presenta un patron proteico y de carbohidratos complejo,
con cetosas y actividad de serin y metalproteasas.

Palabras clave: Chilopoda, Ciempiés, veneno, artropodo,
ponzofoso.
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ABSTRACT

Introduction: The S. gigantea is responsible for many cases of
poisoning, in different north-central regions of Venezuela, due
to the constituent molecules of the poison, whose characteristics
is not known in this species, which hinders the development
of effective treatments, the objective of this research was to
determine the proteins and carbohydrates in the venom of this giant
centipede. Methods: proteins were extracted and characterized
by electrophoresis (PAGE) under native (12%) and denaturing
conditions (discontinuous gradient: 8-12-14%), as well as by
zymography for protease detection. Additionally, the presence of
carbohydrates (reducing monosaccharides and disaccharides;
aldoses and ketoses; pentoses and hexoses; polysaccharides)
was qualitatively characterized. Results: The pattern of protein
bands in the 8-14% gels presented the best resolution, with 28
in the native condition and 22 in the reducing condition between
22-250 Kda, observing four bands with serine protease activity
(100, 116 and two =250 KDa) and 3 bands with metalloprotease
activity (51, 26 and 22 KDa). Likewise, ketoses were detected,
but reducing monosaccharides, disaccharides and starch were
absent. Conclusion: The venom of this species presents a complex
protein and carbohydrate pattern, with ketoses and serine and
metalproteases activity.

Keywords: Chilopoda, centipede, venom, arthropod, poisonous.

INTRODUCCION

Los ciempiés pertenecientes al género Scolopendra (Clase
Chilopoda), son invertebrados ampliamente distribuidos
en las zonas subtropicales y tropicales del mundo (1, 2,
3). Su caracteristica principal es la presencia de un par
de apéndices modificados, denominados forcipulas (4). A
través de dichas estructuras se inocula el veneno, el cual
presenta una variedad de agentes toxicos no bien conocidos,
que provocan reacciones adversas a nivel sistémico en los
animales que sufren la picadura del ciempiés. (5)

El emponzofiamiento o envenenamiento por cualquiera de
las especies del género Scolopendra, causa sintomas leves
en adultos, tales como debilidad, edema, eritema, parestesia,
mareos, dolor de cabeza, fiebre, erupciéon cutanea general,
linfagitis local, celulitis eosinofilica, anafilaxia, necrosis en el
lugar de la picadura, asi como dolor local de intensidad leve
a grave, pudiendo irradiarse a otras partes del cuerpo de
la victima (1, 3, 6, 7, 8, 9), lo cual hace necesario el uso de
antihistaminicos por via oral y endovenosa (5, 10, 11, 12).
No obstante, varias especies de ese género son capaces
de producir sintomas graves en los seres humanos, como
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isquemia e infarto de miocardio, hemoglobinuria, hematuria,
hemorragia y rabdomiolisis (13), y aunque poco frecuente,
puede darse una diseminacién hematégena de una
super infeccidon bacteriana, que puede ameritar cirugia y
antibiéticos por via intravenosa. (14)

En Venezuela, la especie Scolopendra gigantea es la
mas conocida debido a su gran tamafo (longitud maxima
reportada de 30 cm) (15), asi como por su comportamiento
agresivo, reportandose envenenamiento por parte de ésta, en
asentamientos rurales y urbanos (3, 15). Dichos accidentes,
caracterizados por ser de caracter doloroso agudo, con
varias horas de duracién, son llamados escolopendrismo,
y constituyen un problema epidémico debido al incremento
del numero accidentes al afio en extensas regiones
del pais (16). Asi, la mayoria de los reportes mortales
por envenenamiento por escolopendra se han dado en
individuos de 15 a 34 afos (17,18), fundamentalmente, en
los Estados Falcén y Miranda (19, 20, 21). Desde el primer
accidente resefiado en 1999, en un neonato de 28 dias de
nacido (6), un aumento progresivo de tales casos ha sido
reportado, aparentemente debido al creciente asentamiento
de poblacion humana en zonas cercanas a los nichos
ecolégicos de Scolopendra gigantea, indicandose 5 casos
en Capaya (Estado Miranda) en el afio 2000 (19), 12 casos
en todo el pais entre 2002 y 2003 (19, 20), 17 casos en la
poblacion de Rio Seco (Estado Miranda) para 2004 (21), 39
casos entre 2008 y 2009 en todo el pais (18, 19), y 8 casos en
el 2012 en la poblacién de Adicora (Peninsula de Paraguana,
Estado Falcon) (22). Ala fecha, no existen reportes recientes
en el pais, probablemente debido a la falta de gestion
epidemioldgica publica en programas de vigilancia y control.
Sin embargo, dado el alarmante incremento de casos en
Ameérica Latina, incluyendo probablemente a Venezuela, se
hace necesaria la caracterizacion bioquimica del veneno
de Scolopendra gigantea, aunado a los escasos trabajos
clinicos, ecoepidemiolégicos y toxicoldgicos en especie de
ciempiés. (19, 22)

A nivel global, algunas especies de este género de ciempiés
han sido estudiadas para determinar la composicion
bioquimica del coctel tdxico constituyente de su veneno,
y su posible implicacion en contactos traumaticos en
humanos (1). Asi, en la actualidad se conoce que el veneno
de estos organismos varia en la concentracion de proteinas
dependiendo de la masa corporal y tamafio de las forcipulas,
asi como la frecuencia e intensidad del pulso eléctrico para
su extraccion (23). En general, el veneno es un liquido
homogéneo, transparente y de pH acido, de composicion
quimica variable entre individuos de la misma especie, sin
embargo, predomina en el mismo una alta concentraciéon
de proteinas (24), pero es poca la informacion sobre las
moléculas biolégicamente activas (enzimas y/o toxinas con
actividad neurotodxica y/o hemolitica) presentes, que son
responsables de la paralisis corporal, digestion de tejidos
u otras reacciones sistémicas en la presa (25), siendo las
proteasas las principales enzimas involucradas, seguido
de las de naturaleza lipopolipeptidicas y glicoproteicas,
que actuan como agentes dispersores y maximizadores
de las reacciones alérgicas (26). Igualmente, las toxinas
que se conocen actian a nivel sinaptico, presinaptico o
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postsinaptico, modulando los canales idnicos de las células
excitables (27), trayendo como consecuencia que los
tratamientos sean poco especificos y de efectividad limitada
en el control y minimizacién de la patologia en personas que
han sufrido emponzofiamientos. (28)

Estudios bioquimicos del veneno se han realizado en
S. morsitans (29, 30, 31), S. angulata (31), S. viridicornis
(32, 33), S. viridis (31, 34) y S. subspinipes (35), pero en
S. gigantea, son escasos tales trabajos, y los reportes
disponibles se enfocan en aspectos taxonomicos,
ecologicos, como los habitos alimenticios (36), reacciones
histopatoldgicas (lesiones de rabdomidlisis y necrosis
a nivel muscular) al veneno (37), desarrollo de un suero
antiescolopéndrico (11) y efecto hemolitico, hemaglutinante
y de coagulacién. (38)

Dentro de lo que se ha reportado para otras especies,
una fraccion proteica del veneno de S. viridis, afecté el
funcionamiento del ganglio del crustaceo Cambarellus
cambarellus, al modificar la permeabilidad de la membrana
de este (a través de los canales de sodio), produciendo
la liberacion masiva de los neurotransmisores GABA y
glutamato, y estuvo constituida por 7 proteinas al realizar
SDS-PAGE (39), determinandose que el componente toxico
era de 50 KDa con actividad hialuronidasa (40). En el veneno
de S. supspinipes mutilans denominan al péptido de 4 KDa
como Scolopendrina |, con una amplia actividad antimicrobial
contra bacterias Gram negativas y positivas, asi como para
los hongos (35). Posteriormente, se aislo del veneno de S.
subspinipes a la 3,8-dihidroxiquinolina y a la 2,8-dihidroxi-
3,4-dimetoxiquinolina, que actian como compuestos
quelantes (41). Con los venenos de S. viridicornis nigra y
S. angulata, se detectaron proteinas de entre 3 y 20,99 KDa
para la primera y de 1y 22,63 KDa para la segunda (32).
Con el veneno de S. viridicornis, mediante electroforesis en
gradiente de concentracion (4-20%), hallaron bandas de
proteinas con un peso entre 7 y 190 KDa, con actividad de
hialuronidasa, caseinolitica, fibrinégena y proteolitica (1).
Adicionalmente, mediante HPLC, se purific una proteina de
13,72 KDa denominada Scol/Pla, con actividad fosfolipasa
en una de las 54 fracciones obtenidas. (34)

Similarmente, con S. subspinipes mutilans se caracterizé
al Scolopin 1 y 2, como proteinas antimicrobianas para
bacterias y hongos, y actividad hemolitica (42). Con esta
misma especie, luego se identificaron y analizaron por
proteomica y transcriptomica, unas 26 neurotoxinas, con
2 a 4 puentes disulfuros intramoleculares, presentando
a su vez capacidad insecticida en Periplaneta americana
y Musca doméstica, al cambiar la modulaciéon de canales
de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje (43).
Finalmente, en otro estudio, se identificd y caracterizd un
nuevo péptido antitrombdtico de 0,34 KDa del veneno de S.
subspinipes mutilans (44), asi como un inhibidor selectivo
para el canal de sodio dependiente de voltaje, presentando
accion analgésica superior a la morfina en modelos de dolor
en roedores. (45)

A la luz de todo lo antes descrito, el objetivo de este estudio

fue determinar el perfil proteico y de carbohidratos del veneno
de la S. gigantea, asi como algunas actividades enzimaticas
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de tipo proteasas. Esto, con la finalidad de generar las
bases bioquimicas necesarias que contribuyan a futuro en la
busqueda de tratamientos farmacolédgicos especificos, que
permitan contrarrestar de manera efectiva la accién dafiina
de este veneno, ya sea generando moléculas bloqueadoras
de las actividades proteoliticas o la inhibicién de las posibles
neurotoxinas presentes en coctel téxico. (11)

MATERIALES Y METODOS

Organismo y muestra del estudio: A partir del veneno
extraido de ejemplares de S. gigantea de acuerdo a las
condiciones experimentales y de bioética establecidas en el
Centro de Biotecnologia Aplicada (CBA) del Departamento
de Biologia de FACyT-UC, se obtuvo la dilucion de veneno
1:100 en una solucion amortiguadora de fosfato salino
(PBS) pH 7,4 que se utilizé en este estudio. (38)

Determinacion de proteinas totales. Se empled el método
descrito por Bradford (46), mezclando 998 pL de reactivo
de Bradford con 2 pL de la dilucién del veneno, midiendo
luego la absorbancia de la mezcla en un espectrofotometro
(GENESYS 10 UV de THERMO) a una longitud de onda
de 595 nm. Se utilizé una curva de calibracion de Suero de
Albumina Bovino (BSA) marca SIGMA, en un intervalo de
concentraciones de 0,05-2,00 mg/mL.

Perfil electroforético del veneno: Se realizaron
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y con
poliacrilamida/dodecil-sulfato  sédico (SDS-PAGE), de
acuerdo al método de Laemmli (1970) con modificaciones,
para generar perfiles proteicos en condiciones nativas y en
condiciones desnaturalizantes respectivamente, tanto en
gradiente continuo al 12%, como en gradiente discontinuos
(8-12-14%), basandose la separacion de bandas en este
Ultimo, en diferencias de densidades del polimero de
acrilamida, usando glicerol para este fin. (47)

Asi, volimenes de 20 uL de soluciones de veneno de 10
ug/uL fueron depositadas en los pozos de gel. El marcador
de peso molecular de referencia, fue el estandarizado y
pretefido de BioRad, de intervalo de peso molecular entre
10-250 KDa. La corrida electroforética fue realizada en una
camara de electroforesis Mini-PROTEAM 3 Electrophoresis
Cell de Bio-Rad, a un voltaje constante de 100 V y a 4°C,
durante aproximadamente 2 horas, luego de las cuales se
tifd el gel con la soluciéon de Cooomassie Blue R-250 al 0.1
%plv (1), revelandose y registrandose los perfiles proteicos
mediante el transiluminador Chemidoc XRS system170-8170
de Bio-Rad, para finalmente con el programa Piximetre
version 5.7, medir la migracion de las bandas de proteinas a
fin de asignar los correspondientes pesos moleculares.

Determinacion de la actividad proteasa mediante
zimografia: Geles de poliacrilamida 12% p/v, en condiciones
nativas (sin agentes reductores) se copolimerizaron
con gelatina comercial al 0.1% p/v. La concentracion de
proteinas colocada en los pozos de los geles de acrilamida
fue de 10 ug/uL. Los controles fueron: 20 uL de solucion
de &cido trifluoracético (TFA) al 0.1%v/v como negativo, y
20 pL de solucién de la enzima tripsina a 0.05 pg/puL como
control positivo. Las condiciones de la corrida electroforética
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fueron idénticas a las ya descritas. Posteriormente, los
geles obtenidos fueron sumergidos en una soluciéon de
lavado (Triton X-100 2.5%v/v en agua destilada) para
eliminar el SDS. Después se incubd por 18 h en un Tampén
de replegamiento (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, CaCI250 mM y
NaCl 0.2 M) (48). La aparicidon de zonas blancas, después
de la tincién con coomassie, indica la degradacion de la
gelatina y por ende actividad proteolitica. La determinacion
de las bandas proteicas con actividad enzimatica, se realizd
comparando el zimograma con el perfil proteico de los geles
al 12%. La identificacion de la naturaleza enziméatica de las
proteasas, se determind en nuevos zimogramas, agregando
al tampon de replegamiento inhibidores enzimaticos
especificos: etilen diamino tetra acético (EDTA) 0.1 M, como
inhibidor de metaloproteasas y fenil-metil-sulfonil fluoruro
(PMSF) 10 mM como inhibidor de serin-proteasas. (48)

Determinacién cualitativa de carbohidratos presentes
en el veneno: Mediante la reaccion Molish se determiné
la presencia de carbohidratos, mezclando 20 uL de veneno
con el reactivo de Molish en relacién 2:1, adicionandose
luego una parte de HCI concentrado. La reaccién positiva
se evidencio por la aparicion de una interfase de coloracion
purpura producto de la formacion de un compuesto complejo
de furfural o 5 hidroximetilfurfural (49, 50). Como control
positivo se uso6 sacarosa 1% p/v, y como controles negativos
se utilizaron urea 1% p/vy TFA0.1% viv.

Los monosacaridos y disacaridos reductores, se detectaron
usando la reaccion de Barfoed, mezclando en relacién 1:1,
el reactivo y la de 20 yL de muestra de veneno, incubandose
en bafio de maria a 100°C por 30 min. El hallazgo de un
precipitado rojo de éxido cuproso (Cu,0) a los 2 a 5 min, se
debe a la presencia de monosacéridos reductores, y de 7 a
12 min, a la presencia de disacaridos reductores (49, 50).
Como controles positivos para monosacaridos reductores
se utilizé xilosa 1% p/v, mientras que para disacaridos
reductores se utilizd maltosa 1% p/v. Los controles negativos
fueron urea 1% p/vy TFA 0.1% vi/v.

Las aldosas y cetosas se determinaron mediante la
reaccion de Seliwanoff, mezclando 20 yL del veneno con
el reactivo de Seliwanoff en relacion 1:2, incubandose en
bafo de agua hirviendo (100 °C), el tiempo de aparicién de
una coloracion rojiza a los 2 min evidencia la presencia de
cetosas; coloracion verde-azulado en mas de 2 min indica
la presencia de aldosas (49,51). El control positivo utilizado
para cetosas fue sacarosa 1% p/v, y para aldosas fue xilosa
1% p/v. Como controles negativos, se emplearon uUrea 1%
p/vy TFA 0.1% v/v. Para pentosas y hexosas, se empled la
reaccion de Bial, mezclando el reactivo de Bial con 20 pL
del veneno en relacién 2:1, sumergiendo luego el tubo en
un bafo de agua hirviendo, una coloracién azul o amarilla-
marrén demuestra la presencia de pentosas y hexosas
respectivamente (49, 50). El control positivo utilizado para
pentosas fue xilosa 1% p/v, mientras que para hexosas fue
sacarosa 1% p/v. Urea 1% p/vy TFA 0.1% v/v se emplearon
como controles negativos. Los polisacaridos se determinaron
mediante la reacciéon de Lugol, mezclando el veneno con
el reactivo de Lugol en relacién 2:1, la aparicién de una
coloracién violeta o rojiza indica presencia de almidon y
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glucégeno respectivamente. Como control positivo se utilizd
almidén 1% p/v y como controles negativos urea 1% p/v y
TFA 0.1% v/v. (50)

RESULTADOS

Una vez realizadas las corridas electroforéticas, se
determinaron los pesos moleculares de las bandas
proteicas obtenidas, mediante la curva de calibracion de los
marcadores de peso moleculares, con el correspondiente
ajuste de los datos al modelo lineal, obteniéndose
excelentes valores del coeficiente de correlacion lineal (R)
para cada caso (12%: 0,98; 8-14%: 0,97), que validan los
pesos moleculares indicados para cada banda proteica del
perfil respectivo.

En el perfil proteico en geles al 12% se observaron un total
de 22 bandas de proteinas en forma nativa y 17 bandas
proteicas bajo condiciones desnaturalizantes, con pesos
moleculares entre 250 y 19 KDa. Las bandas ubicadas
en la region de 75-20 KDa, fueron las unicas a las que
se les determind el peso molecular mediante el patron
de peso molecular (PPM), ya que las bandas que se
presentaban por encima 75 KDa, podrian estar sujetas a
subestimaciéon o sobreestimacion. Las bandas de 51, 40,
38, 30, 26, 22 y 19 KDa fueron coincidentes en condicién
nativa y desnaturalizada, es decir, no fueron afectadas
por el efecto desnaturalizante del B-mercaptoetanol ni
la temperatura. Ciertas bandas presentes en condicion
nativa desaparecieron en la condiciéon desnaturalizante,
posiblemente por rompimiento de puentes disulfuros, que
originaron otras bandas proteicas presentes en dicha
condicion o que incrementaron la cantidad de algunas
preexistentes, detectandose 7 bandas las cuales se
ubicaron en la region de 74 y 19 KDa (74, 58, 54, 46, 35, 33,
24). (Figura 1).
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La electroforesis en geles en gradiente 8-14% mejoro la
resolucion del patron proteico del veneno, obteniéndose
un total de 28 bandas proteicas en condiciones nativas y
22 bandas en condiciones desnaturalizantes, bajo estas
condiciones los pesos moleculares de las bandas se
ubicaron en la region de los marcadores de pesos molecular.
Nuevamente hubo coincidencia de bandas (66, 61, 57, 54,
49, 45, 28, 19 KDa) en las dos condiciones electroforéticas,
apareciendo algunas bandas (84, 80, 69, 41, 39, 34, 32, 23,
21, 20, 18 KDa) en la condicion desnaturalizante (Figura 2),
incrementando estas a 11 las bandas en el intervalo de 75 a
30 KDa, 4 mas que en el perfil de 12%.
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Figura 1. Perfil proteico del veneno de S. gigantea en geles de
acrilamida-bisacrilamida 12%, en condiciones nativas (NAT.) y
desnaturalizantes (DESNAT.). A) Fotografia del perfil proteico del gel
tefiido con coomassie. B) Esquematizacion de las bandas del perfil
proteico. C1: patréon de peso molecular, PPM; C2: perfil proteico en
condicién NAT.; C3: perfil proteico en condicion DESNAT.
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Figura 2. Perfil proteico del veneno de S. gigantea en geles de
acrilamida-bisacrilamida al 8-14%, en condiciones nativas (NAT.) y
desnaturalizantes (DESNAT.). A) Fotografia del perfil proteico del gel
tefiido con coomassie. B) Esquematizacion de las bandas del perfil
proteico. C1: patrén de peso molecular, PPM; C2: perfil proteico en
condicion NAT.; C3: perfil proteico en condicion DESNAT.

En la evaluacion de la actividad de proteasa del veneno
de S. gigantea, se detectaron 8 actividades proteoliticas
evidenciadas por las zonas oscuras (Figura 3A) o claras
(Figura 3C) presentes en los geles. Las zonas donde se
presentd actividad enzimatica fueron: 4 bandas por encima
de 75 KDa (2 >250, 116, 100 KDa), 1 banda de 51 KDa, 1
de 34 KDa, y 2 bandas (22 y 26 KDa) cercanas a 25 KDa
(Figura 3). La comparacion de los geles de la zimografia
con el perfil electroforético de acrilamida-bisacrilamida al
12%, indica que las actividades proteoliticas se deben a
las bandas de 22, 26, 34, 51, 100 y 116 KDa y 2 bandas
ubicadas en la region de proteinas de alto peso molecular,
mayores a 250 KDa.

Asimismo, la actividad proteolitica de las bandas fue
variable, siendo la banda de 34 KDa la que present6 una
mayor actividad. Esta proteasa esta seguida, con respecto
a actividad, por las bandas de 26, 22 y 51 KDa, y el resto de
las bandas por encima de 100 KDa. (Figura 3).
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Figura 3. Actividad proteolitica del veneno de S. gigantea en geles
de acrilamida-bisacrilamida al 12% co-polimerizado con gelatina
al 0.1% plv, en corrida electroforética en condiciones nativas
(NAT.) y desnaturalizantes (DESNAT.). A) Zimografia registrada
fotograficamente a la inversa, con zonas de actividad enzimatica
denotadas como areas oscuras; los rectangulos de color rojo
representan los sectores donde se dio actividad enzimatica. B)
Esquematizacion de las bandas del perfil proteico; bandas de color
azul, presentaron actividad enzimatica. C) Zimografia registrada
fotograficamente sin variaciones de luz, con zonas de actividad
proteolitica, visualizadas como areas claras; los rectangulos de
color rojo representan los sectores donde se evidenci6 actividad
enzimatica. CA: patron de peso molecular, PPM; CB: esquema
de perfil proteico; C1-C2: perfil en condicion NAT.; C3-C4: perfil en
condicién DESNAT.; C5: control positivo (tripsina 0.05 pg/uL); C6:
control negativo (TFAQ0.1% v/v).
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Figura 4. Actividad proteolitica del veneno de S. gigantea en geles
de acrilamida-bisacrilamida al 12% co-polimerizado con gelatina al
0.1% p/v y 10 mM del inhibidor PMSF, en corrida electroforética
en condiciones nativas (NAT.). A) Esquematizacion de las bandas
del perfil proteico; bandas de color azul, presentaron actividad
enzimatica. B) Zimografia registrada fotograficamente a la inversa,
con sectores sin (rectangulo negro) y con actividad enzimatica
(rectangulo rojo). CA: patrén de peso molecular, PPM; CB: esquema
de perfil proteico; C1-C2: perfil en condicién NAT.; C3: control
positivo (tripsina 0.05 pg/uL); C4: control negativo (TFA0.1% v/v).
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Al investigar la naturaleza enzimatica de las bandas
con actividad proteolitica, empleando inhibidores
enzimaticos especificos (PMSF: serinproteasas; y EDTA:
metaloproteasas), se observé que en el caso del inhibidor
PMSF, las bandas con pesos moleculares de 51, 100 y 116
KDa, y las dos bandas mayores a 250 KDa, fueron inhibidas,
debido a que no se observaron zonas de degradacion
en el gel electroforético, indicando que las mismas son
serinproteasas (Figura 4). Con respecto al inhibidor
EDTA, se aprecio que las bandas de 116 KDa, 100 KDa y
las dos mayores de 250 KDa, fueron de nuevo inhibidas.
Adicionalmente, también las bandas de 51, 26 y 22 KDa,
dejaron de presentar actividad enzimatica, indicando su
posible actividad de metaloproteasas. Mientras que la banda
de 34 KDa, presentoé una actividad proteolitica leve, pero no
disminuyd del todo su actividad enzimatica. (Figura 5).

= A || =] c2 =] c4
eoe)
Eml —
1 —
e —
L L]
BT N —
e L —
L —
. “¥am —
M —
M —
e L
1N

Figura 5. Actividad proteolitica del veneno de S. gigantea en geles
de acrilamida-bisacrilamida al 12% co-polimerizado con gelatina
al 0.1% p/v y 0.1 M del inhibidor EDTA, en corrida electroforética
en condiciones nativas (NAT.). A) Esquematizacion de las bandas
del perfil proteico; bandas de color azul, presentaron actividad
enzimatica. B) Zimografia registrada fotograficamente a la inversa,
con sectores sin (rectangulo negro) y con actividad enzimatica
(rectangulo rojo). CA: patron de peso molecular, PPM; CB:
esquema de perfil proteico; C1-C2: perfil en condicién NAT.; C3:
control positivo (tripsina 0.05 pg/uL); C4: control negativo (TFA0.1%
vIv).

Finalmente, alrealizarlas pruebas bioquimicas cualitativas de
carbohidratos en el veneno de S. gigantea, se determinaron
trazas de los mismos, al dar positiva su presencia mediante la
prueba de Molish. Los carbohidratos detectados parecieran
no ser polisacaridos, ni monosacaridos o disacaridos, al
menos en cantidades detectables, debido a las pruebas
negativas de Lugol, de Barfoed y de Bial. No obstante, a
través de la reaccion positiva a los 8 minutos con el método
de Seliwanoff se evidencia la presencia de moléculas de
cetosa. (Tabla ).
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Tabla 1. Pruebas bioquimicas cualitativas para carbohidratos
en veneno de S. gigantea.

Muestra Reaccién
Veneno de \iich Lugol Barfoed Blal  Selwanoff
S. gigantea
+ - - - +
DISCUSION

La elevada concentracion de proteinas totales en el veneno
de S. gigantea, 6.5 veces mayor a lo reportado en la
bibliografia para esta especie (38), se corresponde con la
cantidad de bandas que se muestran en los perfiles proteicos
obtenidos en este trabajo, donde se totalizan 28 bandas en
condiciones nativas y 22 bandas en condiciones reductoras,
con pesos moleculares que van desde 22 KDa, hasta
bandas por encima de 250 KDa. Este perfil proteico resulto
mas complejo en comparacién al reportado en el primer y
unico trabajo para esta especie (11), donde se detectaron
unicamente 10 bandas de proteinas en el intervalo 190 a
6 KDa. Asimismo, se observaron 4 bandas mayores a 250
KDa, lo cual indic6 una mejor resolucion del veneno en el
gel de acrilamida-bisacrilamida 8-14% particularmente en la
region de 8%.

Asimismo, por primera vez en esta especie se reportan ocho
bandas con actividades enzimaticas del tipo proteasas, con
pesos moleculares aproximados de = 250, 116, 100, 51, 34,
26 y 22 KDa, identificandose mediante inhibicién ejercida
por PMSF, cuatro bandas con actividad serinproteasa
(116, 100 KDa, 2 2250 KDa) y por inhibicion con EDTA,
tres bandas (51, 26 y 22 KDa) como metaloproteasas, asi
como una banda de 34 KDa con una actividad enzimatica
no determinada.

El veneno de los ciempiés presenta un amplio conjunto
de moléculas con diferentes funciones importantes para
el desarrollo y supervivencia de los mismos; a través de
analisis protedmicos y gendmicos se sugiere que este
conjunto de moléculas es producto, en gran medida, de la
transferencia horizontal de familias de genes de bacterias
y hongos (52). Asi, las proteinas y péptidos del veneno de
ciempiés pudieron asignarse a 61 familias filogenéticamente
distintas, incluyendo actividades enzimaticas tales
como metaloproteasas, serinproteasas, esterasas y
fosfolipasas (53). Adicionalmente, los péptidos de bajos
pesos moleculares se han caracterizado como agentes
antimicrobianos (54, 55, 56, 57, 58, 59), antifungicos (60),
citotoxicos en células cancerigenas (61), anticoagulantes
(54, 56), alergénicas (62), hemoliticas e insecticidas (63) y
bloqueadores de canales iénicos (64). Uno de los primeros
trabajos caracterizando el perfil proteico y de actividad
enzimatica del veneno de ciempiés, fue con Scolopendra
morsitans, encontrando 13 bandas proteicas del tipo
lipoproteinas, con actividades de esterasa y fosfatasa (65).
Con Scolopendra viridis se encontraron 40 proteinas de bajo
peso molecular, de 17 a 58 KDa, de las cuales dos (37 y 42
KDa) con actividad de hialuronidasa (66). Otros estudios,
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reportan en veneno de Scolopendra subspinipes 7 bandas
proteicas de 22 a 45 KDa, con actividades de proteasas,
hialuronidasa y fosfolipasa. (67)

Las proteinas con actividad metaloproteasa estan
implicadas en la degradacién de la matriz extracelular,
alterando el fibrindgeno, fibronectina, colageno tipo IV y
proteoglicanos de la membrana basal endotelial, logrando
que el veneno se difunda a través de estas membranas
(68), igualmente previenen la formacién de coagulos de
sangre, traduciéndose en una alta actividad hemorragica
(13). La mayoria de los estudios con metaloproteasas se
han realizado con otros grupos de animales ponzofiosos
como araias y en particular ofidios, observandose que en
la zona de la mordedura se producen edema, ampollas,
mionecrosis e inflamacién (69), sin embargo, en S. gigantea,
se reporta rabdomiolisis (15), un alto efecto hemorragico,
hiperalgésico y miotdxico, que puede estar relacionado
con la actividad metaloproteasa (1). En el veneno de la
serpiente Porthidium lansbergii hutmanni, se detectd la
metaloproteasa Porthidin-1 de bajo peso molecular (23 KDa)
(68), una molécula de similar peso molecular al encontrado
en este trabajo. En escorpiones del género Androctonus, se
han reportado serinproteasas de pesos moleculares entre
20 y 24 KDa (70), mientras que para Loxosceles intermedia
(arafa marréon del sur de Brasil), se determinaron dos
bandas de 85 y 95 KDa con actividad de serinproteasas (71),
las cuales al combinarse con metaloproteasas aceleran la
protedlisis de las proteinas de las membranas plasmaticas
de las células, afectando negativamente la agregacion
plaquetaria, coagulacién y presion sanguinea. Tales efectos
han sido también reportados en venenos de varias especies
de serpientes, funcionando como activadores de la cascada
de coagulacién, especificamente en precursores del factor
VI, factor X y protrombina. (72)

Aun cuando la mayoria de las enzimas proteoliticas en
los extractos de veneno de animales ponzofiosos tienden
a ser metaloproteasas, también se pueden presentar
otras proteasas con actividad serinproteasa (13), tal como
se encontré en este trabajo con S. gigantea, aspecto no
detectado en la especie S. viridicornis (1), y considerandose
un nuevo hallazgo para el género Scolopendra. Con respecto
alas bandas proteicas con actividades enzimaticas distintas,
como la de 51 KDa, ha sido reportado que en el veneno de
los ciempiés O. pradoi y S. viridicornis, estas actividades
estan presentes, identificandolas como una banda de 40-66
KDa (1), o de 50 KDa en S. viridis. (40)

La presencia de carbohidratos en el veneno del ciempiés,
pero la ausencia de monosacaridos, disacaridos reductores
y almiddn, podria indicar que los presentes se encuentran
asociados a proteinas, constituyendo glicoproteinas
conteniendo preferencialmente cetosas, lo cual podria
asignarse a una hialuronidasa tal como se report6 para S.
viridicornis (1). La posible contribucion de esta actividad
en la amplificacion del dafio inducido por otras proteasas,
facilitaria la dispersién del veneno dentro del organismo
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afectado, causando alteraciones en la matriz extracelular
(principalmente sobre el &acido hialurénico y condroitin
sulfatos), favoreciendo la formacioén de una lesion local en
el sitio de la picadura (1, 73). Es importante resaltar, que
aunque se han evidenciado actividades hialuronidasas en
venenos de otras especies de Scolopendra, ningun trabajo
ha dilucidado qué residuos de carbohidratos podrian estar
conformando un complejo glicoproteico asociado a estas
enzimas. Otra posibilidad seria que las cetosas forman
parte de oligosacaridos libres no incorporados a proteinas.
No obstante, este trabajo proporciona indicios de que dichos
residuos de carbohidratos son cetosas, por lo que se debe
disefar experimentos mas especificos para aclarar tal
incognita.

Es deseable que estudios de mayor envergadura se
realicen con esta especie de ciempiés, empleando técnicas
de avanzada en proteomica, transcriptomica y gendmica,
porque al igual que con los venenos de serpientes,
escorpiones y arafias, el veneno de ciempiés es una
fuente excelente de mas de 500 secuencias peptidicas
para el posible desarrollo de medicamentos que pudiesen
ser utilizadas en diferentes tratamientos, asi como para
bio insecticidas y en la agricultura (74). Las proteinas y
péptidos presentes en estos venenos oscilan entre 10 a 250
KDa, mostrando la mayoria de ellos efectos neurotoxicos,
actividades enzimaticas del tipo fosfatasa y proteasas, asi
como también inhibicién de canales de K+ y Ca2+, tal como
se ha demostrado en S. mutilans (75). Pudiendo también
actuar como anticoagulantes en S. subspinipes (76).

Los hallazgos de este trabajo respecto las proteinas
que presentaron actividad de proteasas en el veneno de
S. gigantea, podrian constituir el centro de los estudios que
evaluen fundamentalmente los efectos sistémicos de estas
proteinas, con el fin de elaborar potenciales tratamientos
farmacologicos especificos, eficaces y seguros, a fin de
establecer de manera eficaz y especifica los protocolos de
tratamiento farmacolégico destinados a contrarrestar las
afecciones clinicas producidas por estas.

CONCLUSIONES

Elveneno de Scolopendra gigantea presento el perfil proteico
de mejor resolucion en geles de 8-14%, obteniéndose 28
bandas en condiciéon nativa y 22 en condicion reductora
de entre 22-250 KDa, observando 4 bandas con actividad
serinproteasa (dos 2250 KDa) y 3 bandas con actividad
metaloproteasa (51, 26 y 22 KDa). Adicionalmente, se
detectaron cetosas, como Unicos carbohidratos, que
probablemente formen parte de un complejo glicoproteico
asociado a enzimas del tipo hialuronidasas. Estos resultados
seran la base fundamental para futuros estudios proteomicos,
transcriptomicos y gendmicos, para la secuenciacién de
péptidos que permitiran el desarrollo de medicamentos
que puedan ser empleados en tratamientos farmacoldgicos
definidos, eficaces y seguros para el emponzofiamiento de
este ciempiés.
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