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RESUMEN

En la naturaleza, diversos animales incluidos los ciempiés han desarrollado la
capacidad de producir veneno (Dhama et al., 2016). Entre las moléculas que
componen a los venenos de ciempiés se encuentran: serotonina, acetilcolina,
histamina, lipidos, polisacaridos y enzimas como proteasas, hialuronidasas y
esterasas, en el caso de las proteasas estas realizan una actividad predigestiva de
los tejidos, trabajando en conjunto con fosfolipasas que digieren las membranas
plasmaticas de las células afectadas, y con hialuronidasas encargadas de la difusién
de los componentes toxicos del veneno a través del torrente sanguineo del presa
(Menez, 2002; Parrilla-Alvarez et al., 2008). Las proteasas son un grupo de enzimas
con diversas funciones biolégicas lo que las convierte en moléculas industrialmente
importantes (Heinz, 2014). Por tal motivo, el propdésito de esta investigacion fue
determinar las enzimas responsables de la actividad proteolitica de los venenos de
S. viridis y S. polymorpha, que son dos especies abundantes en el estado de
Morelos. Primero se determind el perfil electroforético por electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, donde se encontrd una amplia gama de proteinas
para ambos venenos con pesos moleculares que oscilan entre 6 KDa y 250 KDa.
Posteriormente, se identificd la actividad proteasa de ambos venenos mediante
zimogramas que contenian 0,2% de gelatina como sustrato. Para S. polymporha,
se identificaron 6 proteinas con actividad proteasa con pesos moleculares de 206,
175, 66, 45, 20 y 10 KDa, respectivamente. Mientras que para S. viridis se
identificaron 6 bandas con actividad proteolitica, con pesos moleculares de 216, 95,
66, 45, 20 y 10 KDa. También se determiné el tipo de proteasas adicionando
inhibidores especificos en la técnica del zimograma, determinando que la mayoria
de estas proteasas son metaloproteasas debido a la perdida de actividad al contacto
con el EDTA. De igual forma se encontré el tiempo de retencion de las proteasas
puras de 216 y 45 KDa de S. viridis mediante HPLC-RP, con tiempos de retencion
de 49 y 48.5 minutos respectivamente. Aunque no se logré obtener la secuenciacion
de ninguna proteasa, queda como perspectiva para poder obtener mas informacion

y complementar este estudio.
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ABSTRACT

In nature, various animals including centipedes have evolved the ability to produce
venom (Dhama et al., 2016). Among the molecules that make up centipede venoms
are: serotonin, acetylcholine, histamine, lipids, polysaccharides and enzymes such
as proteases, hyaluronidases and esterases, in the case of proteases these perform
a tissue predigestive activity, working together with phospholipases that digest the
plasma membranes of the affected cells, and with hyaluronidases in charge of the
diffusion of the toxic components of the venom through the bloodstream of the prey
(Menez, 2002; Parrilla-Alvarez et al. , 2008). Proteases are a group of enzymes with
diverse biological functions which makes them industrially important molecules
(Heinz, 2014). For this reason, the purpose of this research was to determine the
enzymes responsible for the proteolytic activity of the venoms of S. viridis and S.
polymorpha, which are two abundant species in the state of Morelos. First, the
electrophoretic profile was determined by electrophoresis in 12% SDS-PAGE
polyacrylamide gels, where a wide range of proteins was found for both venoms with
molecular weights ranging from 6 KDa to 250 KDa. Subsequently, the protease
activity of both venoms was identified by zymograms containing 0.2% gelatin as
substrate. For S. polymporha, 6 proteins with protease activity were identified with
molecular weights of 206, 175, 66, 45, 20 and 10 KDa, respectively. While for S.
viridis, 6 bands with proteolytic activity were identified, with molecular weights of 216,
95, 66, 45, 20 and 10 KDa. The type of proteases was also determined by adding
specific inhibitors in the zymogram technique, determining that most of these
proteases are metalloproteases due to the loss of activity upon contact with EDTA.
Similarly, the retention time of pure proteases of 216 and 45 KDa from S. viridis was
found by HPLC-RP, with retention times of 49 and 48.5 minutes, respectively.
Although it was not possible to obtain the sequencing of any protease, it remains as

a perspective to obtain more information and complement this study.
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l. INTRODUCCION

Los venenos animales son sustancias toxicas que son introducidos a un organismo a
través de un 6rgano especializado. Estan constituidos por una mezcla compleja de
compuestos entre los que destacan péptidos y proteinas con actividad neurotéxica,
antimicrobiana y anticancerigena. De igual manera se han descrito algunos otros
compuestos como aminas, alcaloides, sales y minerales en su composicion (Hoffman
& Jacobson, 1996; Fry et al., 2009; Undheim & King, 2011; Wong & Belov, 2012).
Algunas enzimas reportadas en estos venenos son: quitinasas, cistatinas,
hialuronidasas, esfingomelinasas D, fosfolipasas A2 y proteasas (Winningham et al,
2004; Malta et al., 2008; Fry et al., 2009). La presencia de proteasas se ha reportado
en venenos de diferentes organismos como son: escorpiones (Almeida et al., 2002),
arafas (Veiga et al., 2000), algunos insectos (abejas y avispas) (Hoffman & Jacobson,
1996), reptiles (serpientes) (Deshimaru et al., 1996; Matsui et al.,, 2000) y
escolopendras (Malta et al., 2008; Undheim et al., 2014; Undheim et al., 2015). En lo
que concierne a proteasas reportadas en venenos de Scolopendromorfos se
encuentran serin-proteasas y metaloproteasas (Undheim et al., 2015). Estas enzimas
rompen los enlaces peptidicos de proteinas, llegando a causar lisis de las células y
liberacién subsecuente de bioactivos inflamatorios (Sitprija & Suteparak, 2008). Las
proteasas son un grupo de enzimas importantes desde el punto de vista biolégico e
industrial. Gran nimero de enzimas han tenido multiples usos en el sector industrial,
entre los que destacan: fabricacion de detergentes y ablandadores de carnes; en el
rubro de la investigacion cientifica varias técnicas de biologia molecular, bioguimica y
biotecnologia hacen uso de estas enzimas, ejemplo de ello son la utilizacién de tripsina
y quimotripsina (Mdiller-Esterl et al., 2008; Heinz, 2014). En el area de la salud se ha
orientado hacia la produccion de farmacos antinflamatorios, disolventes de coagulos
sanguineos e inhibidores de la transcripcion (Anwar & Saleemmudin, 1998). Por lo
anteriormente descrito el presente trabajo de investigacion se baso en el estudio de la
actividad proteasa del veneno de dos especies abundantes del estado de Morelos (S.
viridis y S. polymorpha) con la finalidad de encontrar proteasas que pudieran tener
alguna actividad biolégica y/o biotecnoldgica pudiendo ser utilizadas en distintos

sectores industriales.
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II. MARCO TEORICO

2.1. PROTEASAS

Las proteasas o peptidasas son enzimas proteoliticas, responsables de generar la
reaccion de hidrdlisis de los enlaces peptidicos de otras proteinas, dando como
resultado la obtencion de péptidos de menor tamafio o incluso aminoacidos libres.
La mayor parte de estas enzimas son relevantes en los procesos de modificacion y
procesamiento post-traduccional, debido a su alta especificidad al sustrato, dando
lugar a la ruptura selectiva de proteinas (Gupta et al., 2002; Sabotic & Kos, 2012;
Kamal et al., 2017).

Estas enzimas estan universalmente distribuidas en todos los organismos, donde
cumplen diversas funciones, ademas de estar implicadas en el ciclo de vida de las
proteinas, desde su sintesis, control de destino y activacion, hasta su degradacion.
Cumplen funciones que abarcan la division celular, la transduccion de sefales, la
esporulacion, la digestién de las proteinas de la dieta, regulacién de la presion
arterial, la apoptosis, el procesamiento de hormonas polipeptidicas, la degradacién
de proteinas plegadas incorrectamente, la autolisis, la proteccién contra péptidos
dafiinos y enzimas, entre muchas otras (Avilés et al., 1994; Barrett et al., 2003;
Sandhya et al., 2005; Tyndall et al., 2005).

Estas enzimas se utilizan desde hace varios aflos en diversos procesos
biotecnolégicos. Como ejemplo de ello, se puede mencionar: la tiernizacion de
carnes, la fabricacion de cerveza, en la industria panificadora, la elaboracion de
guesos y en la obtencidén de proteinas modificadas para la industria alimentaria.
Tambien se utilizan como aditivos en detergentes, en el procesamiento de efluentes
industriales, en la industria textil y mas recientemente en la sintesis de péptidos
(Uhlig, 1998, Guzman et al., 2007). Debido a las variadas aplicaciones de las
proteasas, se ha mantenido el interés de los investigadores por encontrar y estudiar

proteasas con potencial biotecnolégico e industrial aisladas de distintas fuentes.
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2.2. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

De acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica
y Biologia Molecular, las proteasas se sitian en el grupo 3, subgrupo 4 en donde se
encuentran las hidrolasas (Vigueras et.al., 2019). Hoy en dia, se manejan tres
criterios principales para su clasificacion los cuales son: sitio de accion, naturaleza
guimica del sitio catalitico y pH (Barrett, 1994). En funcién de su sitio de accion, las

proteasas se clasifican en exopeptidasas y endopeptidasas (Figura 1).

| Aminoécido libre NH,—QXQ—Q—O—O—-
4 T — Dipéptido (dipeptidll | .. O ORO—O—
/

N aminopeptidasas).

/ | Tripéptido (tripeptiail w—O—O—0XROoO—0—
/ aminopeptidasas).
Exopeptidasas ( )
)\\ | Peptidil-dipeptidasas () _o_ox_o_o_cocm

\ } / \—:_—
\ Carboxipeptidasas
\ tipo serina.

| PEPTIDASAS ’ Carboxipeptidasas —c - K
\ | |\ tipo cisteina. — COoH
|\ G
|
|
\
|

Serina-Proteasas

{ Metalo-
Carboxipeptidasas.

/ Cisteina-proteasas
End. tid: - F—

\ Aspartico- Proteasas

Metalo-Proteasas

Figura 1. Clasificacion de las peptidasas. Fuente: Theron & Divon, (2014).

Las exopeptidasas ejercen su accion cerca de los extremos de las cadenas
polipeptidicas, rompiendo el enlace peptidico de uno o varios aminoacidos. Las
enzimas que hacen esta actividad en el extremo amino son llamadas
aminopeptidasas y pueden liberar aminoacidos simples, dipéptidos o tripéptidos.
Este tipo de enzimas eliminan la metionina N-terminal de las proteinas secretadas

y de aquellas que pueden ser expresadas heter6logamente. Las aminopeptidasas
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son producidas por una amplia variedad de especies microbianas, incluyendo
bacterias y hongos (Rao et al., 1998; Motyan et al., 2013; Theron & Divon, 2014).

Las endopeptidasas, por su parte, realizan la hidrélisis del enlace peptidico al
interior de la proteina. Su clasificacién es con base al tipo de amino&cidos que
constituyen su sitio activo, asi como a la presencia de metales en el mismo. Se han
descrito cuatro grupos: serin-proteasas, aspartil-proteasas, cistein-proteasas y
metaloproteasas. Cada una de ellas con cierta especificidad para romper enlaces
peptidicos (Ver Tabla 1) (Rawlings & Barrett, 2000; Tyndall et al., 2005).

Tabla 1. Caracteristicas de las endoproteasas. Fuente: Theron & Divon, (2014).

Familia Cofactores Sitio pH Inhibidores Aplicaciones
activo optimo industriales
Serin- Ca?* Asp, Sere 7-11 PMSF, EDTA, Detergentes,
Proteasas His Fenol, Acido médica y
triaminoacético. farmacéutica
Metalo- Ca®* Glu & Try 7-9 Agentes Alimenticia,
Proteasas Zn%* quelantes como: médica y

EDTAy EGTA. farmacéutica.

Cistein- ND Cis, His, 2-3 Indoacetamida Alimenticia,
Proteasas Asp p-CMB médica y
farmacéutica.
Aspartil- Ca? Asp & Asp 2.5-7 Pepstatin EPNP Alimentos y
Proteasas DAN bebidas.

DAN: diazoacetyl- dl éster metilico norleucina, DON: 5-diazo-4-oxonorvaline, PMSF: fluoruro de
fenilmetilsulfonilo, pCMB: acido cloromercuribenzoico, EDTA: &cido etilendiaminotetraacético, EGTA: &cido

etilen glicol, EPNP: 1,2-epoxi-3- (p nitrofenoxi) propano), ND: no determinado.
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2.2.1. SERIN-PROTEASAS

Las serin-proteasas se definen por la presencia de un grupo serina en su sitio activo.
Se encuentran en virus, bacterias y eucariotas, lo que indica que son de vital
importancia para los organismos. Son activas a pH neutro y alcalino, con un pH
optimo entre 7 y 11. Poseen grandes especificidades de sustrato incluyendo
actividad esterolitica y amidasa. Las masas moleculares de estas proteasas oscilan
entre 18 y 35 kDa. Los puntos isoeléctricos se encuentran a pH entre 4 y 6. Las
proteasas alcalinas representan el mayor subgrupo de serin-proteasas (Govind et
al., 1981; Barrett, 1994).

Figura 2. Sitio activo Serin-Proteasas. Fuente: Vigueras et al. (2019).

2.2.2. CISTEIN-PROTEASAS

Las cistein-proteasas se encuentran presentes tanto en células procariotas como
en eucariotas. Su actividad depende de la presencia de un residuo de cisteina y uno
de histidina en su sitio activo. Estas enzimas, son sintetizadas primeramente como
zimbégenos: poseen un prodominio (regulador) y un dominio maduro (catalitico), el
primero actia como un inhibidor endégeno que debe ser suprimido para que la
enzima pueda ser activada. En la mayoria de los casos, son activas soOlo en
presencia de agentes reductores tales como el cianuro de hidrégeno o la cisteina.
Presentan pH Optimo neutro, aunque algunas de ellas, son mas activas a pH acido.
La papaina es la proteasa de cisteina mas distinguida (Barrett, 1994; Verma et al.,
2016).
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Figura 3. Sitio activo Cistein-Proteasas. Fuente: Vigueras et al., (2019).

2.2.3. METALOPROTEASAS

Estas enzimas son hidrolasas que cortan enlaces peptidicos por accion de una
molécula de agua que es activada por iones metalicos bivalentes como el zinc, el
cobalto, el manganeso o el niquel, la cual sirve como nucledfilo en la catalisis y
también se coordina con el ion metalico como cuarto ligando (Wu & Chen, 2011). El
ion metalico catalitico generalmente esta coordinado por tres ligandos de cadena
lateral de aminoacidos conservados, tales como: His, Asp, Glu o Lys y al menos otro
residuo, que puede desempefiar un papel electrofilico (Fukasawa et al., 2011).
Basandose en la especificidad de su accion, las metaloproteasas pueden dividirse
en cuatro grupos: neutras, alcalinas, Myxobacter |, y Myxobacter Il. Las primeras
muestran especificidad para los aminoacidos hidréfobos, mientras que, para las
segundas, esta misma propiedad no es restringida. Myxobacter proteasa | es
especifica para pequefios residuos de aminoacidos a cada lado del enlace de
escision, por otro lado, la proteasa Myxobacter Il es especifica para el residuo de
lisina en el lado amino del enlace peptidico. Todas ellas son inhibidas por agentes
guelantes tales como EDTA, pero no por agentes sulfhidrilos. Presentan
propiedades como alta estabilidad (en rangos de pH y temperatura) y accién de
corte en sitios especificos, lo cual permite explicar sus aplicaciones terapéuticas,

patofisiologicas e industriales (Barrett, 1995).
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Figura 4. Sitio activo Metaloproteasas. Fuente: Vigueras et al., (2019).

2.2.3.1. Clasificacion e importancia de metaloproteasas

Las metaloproteasas abarcan un grupo diverso de endopeptidasas y exopeptidasas,
tienen participacion en diversos procesos biologicos como el desarrollo embrionario,
la morfogénesis, el procesamiento de hormonas peptidicas, la liberacion de
citoquinas y factores de crecimiento, la fusion celular, la adhesion y migracién
celular, la absorcion intestinal de nutrientes, el procesamiento de poliproteinas
virales, biosintesis de la pared celular bacteriana y metabolismo de los antibioticos
Debido a su importancia en muchos de estos procesos anteriormente enlistados
juegan un papel clave en muchos procesos biol6gicos normales, tan es asi que su
alteracién esta implicada en muchas enfermedades tales como artritis, cancer,
enfermedades cardiovasculares, nefritis, trastornos en el sistema nervioso central,

fibrosis e infecciones, entre otras (Nagase, 2001).

Gran parte de las metalopeptidasas tienen el motivo de union de iones metélicos
cataliticos, HEXXH, donde X puede ser cualquier amino&cido. Las enzimas cuyo
tercer ligando metalico es His, Glu o Asp se nombran como Clan MA (Rawlings &
Barrett, 2000) y todas son metaloproteasas dependientes de zinc, mismas que se

muestran en las Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion de metaloproteasas Clan MA. Fuente: Nagase, (2001).

Familia Subfamilia Ejemplo (organismo)
Clan MA: Nucledfilo de agua; agua unida por un solo ion de zinc ligado a dos His (dentro del
motivo HEXXH) y Glu, His o Asp
M1 - Alanil aminopeptidasa de membrana (Homo sapiens)
M2 - Peptidil-dipeptidasa A (enzima convertidora de angiotensina I;

Homo sapiens)

M4 - Termolisina (Bacillus stearothermophilus)
M5 - Micolisina (Streptomyces cacoi)
M6 - Inhibidor inmune A (Bacillus thuringiensis)
M7 - Snapalisina (Streptomyces lividans)
M8 - Leishmanolisina (Leishmania major)
M9 A Colagenasa de Vibrio (Vibrio alginolyticus)
B Colagenasa de Clostridium (Clostridium perfringens)
M10 A Colagenasa 1 (Homo sapiens)
B Serralisina (Serratia marcescens)
C Fragilisina (Bacteroides fragilis)
M11 - Gametolisina (Chlamydomonas reinhardii)
M12 A Astacina (Astacus fluviatilis)
B Adamalisina (Crotalus adamanteus)
C ADAM 17 (Homo sapiens)
M13 - Neprilisina (Homo sapiens)
M30 - Hiicolisina (Straphylococcus hyicus)
M36 - Fungalisina (Aspergillus fumigatus)
M48 - Ste24 endopeptidasa (Saccharomyces cerevisiae)

Es importante mencionar que a nivel topico existen una serie de situaciones tanto
fisiologicas como patoldgicas en las que se evidencia un aumento de produccion de
metaloproteasas. Ejemplo de ello es en la reparacion de heridas, en el
envejecimiento cutaneo, en las enfermedades ampollosas, en la fibrosis dérmica y

en la invasion tumoral (Pérez, 2004).
Una de las familias importantes de esta clasificacion biolégicamente hablando son

las metaloproteinasas de la matriz (MMP), que son las encargadas del remodelado

de la matriz extracelular y que en conjunto pueden degradar todos los constituyentes

10
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de ésta, el criterio empleado para su clasificacion es el tipo de sustrato sobre el que
actuan de manera especifica (Tabla 3) (Pérez, 2004). En condiciones normales, las
MMP participan en diversos procesos fisioldgicos y su actividad esta regulada por
inhibidores especificos, denominados TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases).
No obstante, un aumento de la sintesis y de la actividad de las MMP puede dar lugar
a la degradacion excesiva de los diferentes componentes de la matriz extracelular
y a la lesion tisular, como se ha observado en diferentes procesos tumorales e

inflamatorios (Medina & Santana, 2004).

Tabla 3. Clasificacion de metaloproteasas de la matriz (MMP). Fuente: Medina & Santana, (2004).

Familia de Nombre Numero Sustrato
MMP
Colagenasas Colagenasa intersticial MMP-1
Colagenasa neutrofilica MMP-8 Coléageno tipo I, 11, 1l
Colagenasa-3 MMP-13
Gelatinasas Gelatinasa A _
Gelatinasa B MMP-2 Coléageno tipo IV, V
Estromelisinas Estromelisina-1 MMP-3
Estromelisina-2 MMP-10 Proteoglicanos, laminina,
Matrilisina MMP-7 fibronectina, colageno
Estromelisina-3 MMP-11
MMP-membrana MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16 Indefinido
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-21

Dentro de las MMPs se encuentran las astacinas y ADAMs/adamalisinas, proteasas
gue se han encontrado en algunos venenos animales. Estas desempefan diversas
funciones en procesos fisioldgicos que implican remodelacién y mantenimiento
tisular, morfogénesis tisular, desarrollo embrionario, migracién celular, reparacion
de heridas, desarrollo del hueso; y en procesos patolégicos tales como cancer,
enfermedades inflamatorias, autoinmunes, cardiovasculares, EPOC, entre otras
(Egeblad & Werb, 2002; Hernandez et al., 2014).
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2.2.4. ASPARTIL-PROTEASAS

Las proteasas de acido aspartico (APs), comunmente conocidas como aspartil-
proteasas o proteasas acidas, son endopeptidasas que requieren de la presencia
de dos residuos de acido aspéartico para ejercer su actividad catalitica, localizados
en dos tramos cortos de amino&cidos que tienen alta homologia de secuencia y
similitud de estructura tridimensional. Son funcionales a pH’s bajos, presentan una
preferencia de escisidbn entre aminoacidos hidréfobos, son inhibidas por la
pepstatina, presentan puntos isoeléctricos en el intervalo de pH 3 a 4.5 y sus masas
moleculares son de 30 a 50 kDa (Fitzgerald et al., 1990; Blundell & Johnson, 1993;
Barrett, 1995; Shah et al., 2014).

Figura 5. Sitio activo Aspatrtil-Proteasas. Fuente: Vigueras et al., (2019).

2.3. RELEVANCIA COMERCIAL DE LAS PROTEASAS

Estos catalizadores presentan un gran interés industrial, por lo que, en el mercado
mundial de enzimas, conforman uno de los tres grupos con mayor indice de ventas
y comprenden alrededor del 60% de las ventas totales (Banerjeea & Raya, 2017).
Para el afio 2021 el mercado de enzimas fue valorado en USD 6000 millones y para
el caso de proteasas se proyecta que en el periodo de 2020-2025 el mercado tenga
un crecimiento anual de 5.8%. Estas proteinas son el grupo mas grande de enzimas
que tienen un papel relevante en muchas industrias, especialmente en el campo de
los alimentos, los detergentes y los productos farmacéuticos. (Theron & Divol,
2014). La gran diversidad de proteasas, en contraste con la especificidad de su
accion, ha atraido la atencion mundial en los intentos de explotar sus aplicaciones

fisioldgicas y biotecnolégicas (Poldermans, 1990; Fox et al., 1991).
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2.4. FUENTES DE OBTENCION DE PROTEASAS

Estas enzimas estan ampliamente distribuidas y pueden extraerse de diversas
fuentes como lo son venenos animales, plantas o microorganismos, en donde
participan en una gran cantidad de procesos fisiolégicos, ademas de estar
involucradas en todo el ciclo de vida de las proteinas, desde su biosintesis, control
de destino y activacion, hasta su degradacion (Sandhya et al., 2005; Tyndall et al.,
2005).

2.5. ANIMALES CON VENENO.

En la naturaleza coexisten organismos con la capacidad de producir veneno; el cual,
es utilizado generalmente con la finalidad de inmovilizar y capturar a sus presas
(Currier et al., 2012), ademas de servir como mecanismo de defensa frente a sus

depredadores naturales (Fry et al., 2009).

Los animales relacionados con la produccion de veneno son reconocidos por el ser
humano por generar un efecto adverso sobre la salud. Al ocurrir una picadura y/o
mordedura y estar el veneno en circulacion se pueden producir diversos sintomas
gue pueden ser leves, severos o incluso letales (Tiago et al., 2011). No obstante,
muchos de estos venenos presentan varios compuestos bioactivos, muchos de los
cuales pueden ser utilizados como potenciales terapéuticos (Gonzélez-Morales et
al., 2009).

Entre los grupos biolégicos con mayor nimero de especies con alta producciéon de
veneno se encuentran: réptiles (serpientes) (Deshimaru et al., 1996; Matsui et al.,
2000), organismos acuaticos (equinodermos, cefaldopodos, cnidarios, medusas,
caracoles de mar) (Fry et al., 2009), artrépodos entre los que se encuentran
alacranes (Zlotkin et al., 1971), arafias (Hagaki et al., 1997; Huari et al., 2016),
abejas, avispas (Parkinson et al., 2002; Choo et al., 2010) y escolopendras (Cooper
et al., 2014; Gonzalez-Morales et al., 2009).
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Dentro del Phylum Arthropoda, algunos miembros del subphylum Miriapoda tienen
la capacidad de producir veneno. A este subphylum pertenecen cuatro grupos o
clases: Quilépodos (ciempiés), Diplépodos (milpiés), Sinfilos y Paurépodos.
Actualmente estan descritas alrededor de 11,460 especies, de las cuales 69, estan
reportadas en México y se calcula que 13 pertenecen al género Scolopendra
(Foddai et al., 2002).
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2.6. CLASIFICACION TAXONOMICA DE SCOLOPENDROMORPHA.

De acuerdo con Foddai et al. (2002), los ciempiés se clasifican taxonGmicamente

de la siguiente manera:

Phyllum: Arthropoda
Clase: Chilopoda
Orden: Scolopendromorpha
Familia: Scolopendridae
Género: Scolopendra
Especies: viridis Say y polymorpha Wood.

2.7. BIOLOGIA DEL GENERO SCOLOPENDRA.

Las principales caracteristicas de este género son la presencia de 21 o 23 pares de
patas, cuerpo comprimido dorsoventralmente y ligeramente alargado, con o sin
cuatro ocelos a cada lado de la cabeza, antenas relativamente largas con al menos
17 artejos o segmentos y con una medida que oscila entre los 9 mm a 30 cm. Se
han descrito 678 especies (Edgecombe & Bonato 2011).

Para la generacion de su veneno utilizan sus glandulas venenosas, mismo que
posteriormente es transportado a través de un canal hacia las estructuras
denominadas forcipulas, que son utilizadas para herir y producir picaduras
dolorosas, ambos pares de maxilas pueden estar fusionadas. Estos apéndices de
caza son ventrales con respecto al campo bucal y los utilizan para sujetar a la presa
e inyectar veneno. El veneno es producido en glandulas que se localizan en los
artejos basales de las forcipulas (Brusca & Brusca, 2005; Pedroso et al., 2007). En
el interior, y a lo largo de cada forcipula, se encuentra un conducto que descarga
las secreciones de la glandula al exterior o al tejido de la victima, por una abertura
gue se encuentra cercana a la punta de la forcipula (Chao & Chang, 2006), su ultimo
par de patas presenta una longitud mucho mayor que las demas, y se cree que
posee funcién sensorial (Hickman et al., 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Vista ventral de la placa cefélica que expone las forcipulas: pdcxs = placa dental del
coxosternum, dcxs = diente del coxostrenum, tr = trocanteroprefémur, fe = fémur, ti = tibia, ta =
tarsungulum; b) cuerpo segmentado de un ejemplar adulto (Cupul, 2010).

2.7.1. Scolopendra viridis

Esta especie de ciempiés se distribuye en Costa Rica, El Salvador, Estados Unidos,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y Panama (Cupul, 2014; Shelley, 2002).
En época de sequia se desplazan a zonas humedas como cuevas e incluso se
entierran en zonas profundas de la tierra para mantener su humedad (Shelley,
2002).

2.7.2. Scolopendra polymorpha

Scolopendra polymorpha (S. polymorpha), es una especie de ciempiés que recibe
multiples nombres entre ellos: ciempiés del desierto, ciempiés tigre o ciempiés del
desierto de Sonora, se puede encontrar en el suroeste de los Estados Unidos y al
norte de México, al norte de la costa del Pacifico. Su habitat natural son pastizales
secos, bosques y desiertos; generalmente se encuentran debajo de las rocas,
aunque se conoce que construyen sus madrigueras comunmente dentro de troncos
podridos (Flores et. al., 2018).

Alcanzan longitudes de entre 10 a 18 cm. La coloracién es variable, de ahi el nombre
de la especie polymorpha, que significa "muchas formas". Los segmentos del
cuerpo tienen una franja lateral oscura, de ahi el nombre de ciempiés tigre.
Generalmente, esta especie presenta su cabeza de color marron, rojo 0 naranja
mas oscuro y los segmentos de su cuerpo de color marron, tostado o naranja mas

claro con patas amarillas.
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2.8. ALIMENTACION DE S. viridis y S. polymorpha.

Por naturaleza la mayoria de los ciempiés son carnivoros, depredadores agresivos
y activos, por lo que son capaces de inyectar veneno por medio de forcipulas a
pequefios invertebrados, particularmente lombrices de tierra, caracoles u otros
artropodos. El veneno de Scolopendra es tan efectivo que puede matar a pequefios
vertebrados (roedores) e incluso se llegan a alimentar de otros ciempiés (Brusca &
Brusca, 2005).

2.9. REPRODUCCION SEXUAL DE S. viridis y S. polymorpha

Para llevar a cabo el apareamiento, en algunas ocasiones existe un baile de cortejo
por parte del macho hacia la hembra, sin embargo, la mayoria de las veces los
ciempiés masculinos colocan un espermatéforo (una capsula o masa que contiene
las células reproductoras masculinas o denominados espermatozoides) para que
las hembras los encuentren. En las zonas templadas, la reproduccién se produce
en primavera y verano, pero en las zonas subtropicales y tropicales parece haber
poca estacionalidad para la cria de ciempiés. Las hembras colocan los huevos en
grupos que puede variar de 50 a 80; se enrollan sobre ellos para el proceso de
incubacion, y los vigilan hasta el periodo de eclosion y dispersion de las crias (Figura
7) (L6pez, 2021).

Figura 7. Incubacion de S. polymorpha (Lépez, 2021).



LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA- CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

2.10. DISTRIBUCION DEL GENERO Scolopendra.

Los ciempiés (pertenecientes al orden Scolopendromorpha) se encuentran
diseminados practicamente por todo el mundo, puesto que se adaptan en el mayor
namero de ecosistemas terrestres y solo estan ausentes en las regiones mas frias
del planeta. Sin embargo, el mayor nimero de especies se localizan en las regiones
tropicales y subtropicales del globo terraqueo, incluyendo México que es un pais
con amplia diversidad de ecosistemas (Bonato & Zapparoli, 2011; Cupul, 2013). En
México estan descritas cuatro de las cinco familias que se conocen de este orden:
Scolopendridae, Cryptopidae, Plutoniumidae y Scolopocryptopidae y se han
reportado cuarenta y un especies: veinte en la familia Scolopendridae, tres en la
Cryptopidae, una en la Plutoniumidae y diecisiete en la Scolopocryptopidae todas
ellas distribuidas en diez géneros (Arthrorhabdus, Cormocephalus, Cryptops,
Hemiscolopendra, Newportia, Otostigmus, Rhysida, Scolopendra,
Scolopocryptops y Theatops) y de las cuales veintitrés de estas especies son
endémicas del pais (Edgecombe et al.,2012). El género Scolopendra cuenta con
trece especies reportadas dentro del territorio nacional. siendo Scolopendra heros,
Scolopendra morsitans, S. polymorpha y S. viridis las especies de este género que
se encuentran con mayor frecuencia en distintas localidades del pais, cuya

distribucion incluye 31 estados, con excepcion del estado de Tlaxcala (Cupul, 2010)
(Fig. 8).

Figura 8. Distribucion Scolopendra viridis en México (Cupul, 2010).
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2.11. ANTECEDENTES

Actualmente existen pocas investigaciones acerca de la presencia de actividad
proteasa en miriapodos. Malta et al. (2008), mediante ensayos con zimogramas
utilizando caseina, gelatina y fibrinbgeno como sustratos, compararon la actividad
proteasa del veneno de tres especies de ciempiés brasilefios: Scolopendra
viridicornis, Otostigmus pradoi y Cryptops iheringi. Encontraron que los
componentes de estas tres especies, eran diferentes, presentaban bandas de
proteinas que oscilaban entre 7 y 190 kDa de peso molecular. Asi mismo, se logré
determinar la actividad de proteasa en el veneno de las tres especies, reportando

los datos de la Tabla 4:
Tabla 4. Reporte Metaloproteasas (Malta et al., 2008)

Especie Metaloproteasas (kDa)
S. viridicornis 44
O. pradoi 35,23y 15
C. iheringi 121,44y 25

Por otro lado, Undheim y colaboradores (2014), compararon el veneno de cinco
especies de ciempiés, reportando la presencia de metaloproteasas y serin-
proteasas (Ver tabla 5). Mencionan que las endoproteasas S1 y S2 estan
involucradas en la activacion de toxinas. La metaloproteasa M12A dependiente de
zinc, degrada la matriz extracelular alrededor de la sinapsis y facilita el acceso de

las toxinas a su sitio blanco.

Tabla 5. Reporte de proteinas con actividad proteasa (Undheim et al., 2014; Undheim et al., 2015).
X: indica la presencia de proteina; -: Indica ausencia de proteina.

Proteinas S. alternans S. morsitans C. westwoodi E. rubripes T. longicornis
Familia HMW
M12A X X - - X
Putativa M12A X X X X -
Proteasa S1 X X X X X
Proteasa S2 X X X X X
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Las endoproteasas S1 y S2 no son abundantes en los venenos de ciempiés
mientras que las metaloproteasas parecen predominar la composicion en estos

venenos (Undheim et al., 2015).

En el afio 2014, Granado realiz6 el estudio del perfil proteico y actividad enzimatica
del veneno de Scolopendra gigantea, mediante SDS-PAGE y ensayos de
zimografia, donde identificd ocho proteasas, de las cuales, cinco tuvieron actividad
serin- proteasa, con pesos moleculares aproximados de: dos bandas = 250 KDa,
116 KDa, 100 KDa y 51 KDa. Asimismo, dos proteinas tuvieron actividad
metaloproteasa con pesos moleculares aproximados de 26 KDa y 22 KDa. En este
estudio también se reportd una banda que probablemente tenga actividad de

aspartil-proteasa o cistein- proteasa con peso molecular aproximado de 34 KDa.

Tabla 6. Reporte de proteasas de S. gigantea (Granado, 2014).

Especie Metaloproteasas (kDa) Serin-Proteasas
(kDa)
S. gigantea 26y 22 250, 116,100, 51
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1. JUSTIFICACION

El estudio de la composicion proteica del veneno de Scolopendra, fundamentaria
las bases para posibles tratamientos farmacoldgicos, ya que algunas de las
proteinas que componen al veneno tienen diversas actividades biolégicas y pueden
ser usadas como blancos terapéuticos (Parrilla-Alvarez et al., 2008). El coctel de
compuestos en estos venenos es amplio, y dentro de las enzimas que se han
reportado estan: quitinasas, cistatinas, hialuronidasas, esfingomelinasas D,
fosfolipasas A2 y proteasas (Winningham et al, 2004; Malta et al., 2008; Fry et al.,
2009). En este contexto, en el rubro de proteasas reportadas en venenos de
Scolopendromorfos se encuentran serin-proteasas y metaloproteasas (Undheim et
al., 2015).

La mayoria de estas enzimas tienen importancia comercial, ocupan el tercer lugar
en ventas mundiales de enzimas. Sus aplicaciones son principalmente en las areas
meédicas y farmacéuticas en la produccion de farmacos antiinflamatorios,
disolventes de coagulos sanguineos, inhibidores de transcripcidén y activacion de
algunas hormonas (Anwar & Saleemmudin, 1998), asi como en la industria

alimentaria y de detergentes (Heinz, 2004).

Por este motivo, el presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad
caracterizar quimicamente a las enzimas responsables de la actividad proteolitica
de los venenos de S. viridis y S. polymorpha, que son dos especies abundantes en
el estado de Morelos. Los resultados permitieron obtener informacion detallada de
estas proteasas para que posteriormente puedan ser purificadas y utilizadas con
algun fin médico y/o biotecnolégico, tal como lo han realizado investigadores del Sur
de Asia con otras especies del género Scolopendra (Yang et al., 2012; Yang et al.,
2013). Por ultimo, se logré ampliar la informacion que se tenia de los ciempiés en

estudio.
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IV. HIPOTESIS

Las proteasas purificadas de los venenos de S. viridis y de S. polymorpha seran de

tipo metaloproteasas o serin-proteasas.

V. OBJETIVOS

5.1. General

Caracterizar quimicamente al menos una de las proteasas del veneno de S. viridis

y de S. polymorpha.

5.2. Especificos

e Purificar las proteasas encontradas en el veneno de S. viridis y S.
polymorpha.

e Determinar el tipo de proteasas presentes en los venenos de S. viridis y S.
polymorpha.

e Secuenciar las proteasas encontradas en los venenos de S. viridis y S.
polymorpha.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VIl. METODOLOGIA

7.1. Colecta de especies en estudio (S. viridis y S. polymorpha).

Los ejemplares de S. viridis, fueron colectados al norte del Estado de Morelos,
(coordenadas 18°59'13.2"N 99°14'06.7"W); se buscO especialmente en terrenos
con tierra suelta y pedregoso, en horarios matutinos con la finalidad de evitar el sol
e impedir que estos se enterraran mas, mientras que los especimenes de S.
polymorpha fueron capturados en zonas calidas en el centro y sur del Estado de

Morelos.

7.2. Mantenimiento de los organismos de estudio.

Los ciempiés colectados fueron preservados para posteriormente ser ordefiados en
el Laboratorio de Neurofarmacologia del CEIB de la UAEM. Fueron puestos en
pequefios contenedores de plastico con suficiente tierra himeda del lugar de donde
fueron colectados y con suficiente ventilacién (con 10 a 15 orificios pequefios en la
tapa del recipiente). La alimentacion fue llevada a cabo una vez por semana, y se
les daba la mitad de una larva de Tenebrio, y fueron ordefiados una vez al mes,

dejandolos sin alimento una semana antes de la extraccion de veneno.

7.3. Extraccion del veneno.

De ambas especies de ciempiés (S. viridis y S. polymorpha) se obtuvo veneno, para
lo cual, los ciempiés fueron inmovilizados a una temperatura de 4°C durante 5
minutos. Posteriormente, los ciempiés se estimularon de manera manual en la base
de sus forcipulas, el veneno se recolecté por capilaridad empleando una punta
amarilla de micropipeta y enseguida fue colocado en un tubo Eppendorf que
contenia 20 pL de H20 mili Q.
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7.4. Liofilizacion.

Con la finalidad de preservar la integridad y actividad de las proteinas de los
venenos hasta su posterior uso, el veneno colectado fue sometido al proceso de
liofilizacion (fue retirada el agua y se mantuvo seca la muestra), haciendo uso del
equipo MAXI-Dry lyo (tipo Heto FD1.0). Este equipo liofilizador opera a una presiéon

de 0.2 atm y a -45°C en la trampa para vapores.

7.5. Cuantificacion de proteina.

La cuantificacion de proteina de los venenos y de las proteinas fue realizada
mediante el método colorimétrico de Lowry et al. (1957), el cual tiene alta
sensibilidad que esta en un rango de entre 1 a 100 pg. Para esta técnica fue
realizada una curva estandar de una concentracion conocida de Albumina de Suero
Bovino (BSA) (Anexo 1). Posteriormente se agregaron 2 mL de una mezcla de
solucién 1, tartrato de sodio y potasio mas CuSO4 (Anexo 2); tomando 250 uL de
tartrato de sodio y potasio y CuSOa, por cada 25 mL de solucion 1. Enseguida se
agregan 100 pL de reactivo de Folin puro a cada tubo e inmediatamente se agita en
el vortex No. 8 y se dejo corriendo la reaccion durante 15 minutos. Transcurrido el
tiempo se ley6 a una longitud de onda de 560 nm en un espectrofotdmetro Genesys
10S UV-VIS, Thermo Scientific. Cabe mencionar que la intensidad de color es
proporcional a la concentracion de proteina. El procedimiento fue el mismo para la
muestra, solo cambiando el volumen de agua (999.60 pL) con respecto al volumen
de muestra (0.4) pL para obtener 1 mL.

7.6. Electroforesis en SDS- PAGE

La electroforesis en gel SDS-PAGE, es una técnica que permite separar las
proteinas de acuerdo con su peso molecular en una matriz de poliacrilamida,
utiizando un campo eléctrico. Las proteinas de los venenos totales fueron
separadas en geles SDS-PAGE (gel separador al 12% y gel concentrador al 4%).
La masa de proteina utilizada para el perfil proteico del veneno fue de entre 18-20
Hg, los venenos se mezclaron con el tampon de carga (que contiene 2.5 mL de
solucién de SDS 10%; 0.5 mL de azul de bromofenol 0.05%; 0.3 mL de tampén de
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electroforesis; 1 mL de glicerol y 0.5 mL de Tris 0.5 M pH 6.8) utilizando una relacién
1:1 v/v. Primeramente se corre el gel a un voltaje de 55 V durante 20 minutos para
pasar del gel concentrador al gel separador, posteriormente el voltaje se incrementa
a 75 V por aproximadamente 120 minutos. Se hace uso de marcadores de tamafo
molecular (MPM) para cada gel electroforético. Una vez finalizada la corrida del gel,
es teflido mediante su inclusion en solucién de tincidbn que contiene Azul de
Coomassie (Anexo 6) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se
destifie con solucién destefiidora (Anexo 7) por 15 minutos, si es necesario se
realizan mas de dos cambios de solucion para eliminar el exceso del colorante, y de

esa forma poder visualizar las bandas de interés.

7.7. Electroelucion

Una vez observadas las bandas proteicas en el gel SDS-PAGE al 12%, cada banda
fue cortada de forma individual, y colocada en un tubo sellado en la parte inferior
con una membrana de dialisis (corte de 6 — 8 KDa.), estos tubos fueron llenados
con buffer Tris 50 mM pH 6.8, la parte superior fue sellada con tapon de plastico. La
corrida se realiz6 en frio durante 2 h, bajo un flujo de corriente de 75 V. Culminado

el tiempo de corrida los polos son invertidos durante 1 minuto.

7.8. Dialisis.

La técnica de dialisis es realizada inmediatamente después de haber concluido el
método de electroelucién, con el proposito de eliminar el exceso de sales que
pudiera tener la proteina. En este método, es retirado el gel de la membrana de
didlisis de manera cuidadosa con la finalidad de evitar perder el buffer que contiene
a la proteina. A continuacioén, la bolsa es sellada con pinzas y ligas para evitar la
pérdida de la muestra, posterior a ello es sometida a proceso de agitacion constante
en un recipiente de 5 L que contiene agua mili-Q fria, realizando un cambio de agua
cada hora durante 3-4 h, en el cuarto frio (-4° C) para evitar que la proteina se
desnaturalice. Como ultimo paso, el buffer que contiene la proteina es colocado en
tubos Eppendorf para después ser liofilizado y obtener la proteina seca que es

conservada hasta su posterior cuantificacion y uso.
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7.9. Determinacion de la Actividad Proteasa

7.9.1. Zimograma.

Esta es una técnica electroforética-cualitativa. Esta actividad se llevo cabo en un gel
de SDS-PAGE al 12% adaptado con la integracion de gelatina comercial como
sustrato a una concentracion final de 0.2 mg/mL. Fueron colocados 20 ug de cada
veneno en los diferentes pozos. Seguido a esto, se corrio el gel a un voltaje de 55
V por 20 minutos para empaquetar las muestras en el gel concentrador, y
posteriormente se cambidé el voltaje a 75 V durante 2 horas. Seguido la
electroforesis, el gel es lavado dos veces durante 30 minutos a temperatura
ambiente en Tritdn X-100 al 2.5% para eliminar el SDS, posteriormente se realiz6 la
incubacion a 37 ° C durante 18 horas en el buffer Tris-HCI 20 mM pH 6.8. Pasado
el tiempo de incubacion, el gel fue tefiido con azul de Coomassie R-250 (40% de
metanol, 10% de &cido acético en agua), y como paso final, el gel se destifio con
solucion en 40% metanol y 10% acido acético durante 30 minutos. Las zonas que
presentaron halos blancos fueron interpretadas como proteinas con actividad de

proteasa.
7.9.2. Actividad directa en caja Petri

Este procedimiento fue llevado a cabo, pesando 2.25 g de gelatina comercial y
disolviendo en 30 mL de buffer de incubacion Tris-HCI 20 mM pH: 6.8
(concentracion final 7.5%), para posteriormente dar calentamiento en microondas
por 1 minuto y permitir la correcta disolucion del sustrato, una vez disuelta la gelatina
fue colocada en una caja Petri permitiendo su solidificacion (15-20 minutos
aproximadamente). Una vez solidificada la gelatina, se colocaron entre 3-6 ug de
muestra (volumen variado entre 2-4 pL) con ayuda de una micropipeta y punta
tratando de no perforar el sustrato y solo dejando caer la gota. Posterior a ello, se
dejé en incubacion 18 horas y se tifié con azul de Coomassie por 15 minutos, la
actividad es interpretada positiva en aquellas muestras que presentan un orificio
profundo de la gelatina (degradacion del sustrato). Se utiliza H2O como control

negativo y veneno de serpiente concentrado como control positivo.
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7.10. Determinacion de tipo de proteasas.

El tipo de enzimas proteoliticas presentes en los venenos fue evaluado con base a
su actividad proteolitica sobre grenetina comercial en presencia de dos inhibidores
especificos. Se utilizaron fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) como inhibidor
especifico de serin-proteasas (Sigma-Aldrich: # de catalogo: 329-98-6, peso
molecular: 174.19 g/mol) y &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) como inhibidor
especifico de metaloproteasas (Sigma-Aldrich: # de catalogo: 60-00-4, peso
molecular: 292.24 g/mol). Esta técnica fue llevada a cabo de la misma forma que el
apartado anterior, con la modificacibn de que al buffer de incubacién se le
adicionaron los inhibidores por separado, EDTA 0.1 My PMSF 10 mM. La inhibicién
fue determinada con la ausencia de los halos blancos respecto al zimograma al cual

no se le adiciond ningun inhibidor.

7.11. Determinacion de pureza de proteasas mediante HPLC

Una vez aisladas las proteinas con actividad se liofilizaron y posterior a ello se
resuspendieron en 100 pyL de agua HPLC, y se cuantifico por el método de Lowry.
Posteriormente, una muestra de veneno total (40 pg) y de las proteinas con
actividad de proteasa (5-9 pg) se corrieron por separado por RP-HPLC en un
gradiente de 0 a 60% acetonitrilo y un flujo de 1mL/min durante 60 minutos (columna
C18 y cromatografo Agilent 1100 Seves en el laboratorio del grupo del Dr. Gerardo
Corzo; IBT, UNAM). Las fracciones se colectaron en tubos Eppendorf y falcon, en
seguida se colocaron en la campana de extraccion para evaporar el disolvente, y en

la liofilizadora para eliminar el exceso de agua.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Los venenos que se presentan en una gran variedad de organismos ponzofiosos
tienen componentes proteicos asociados a alteraciones fisioldgicas que podrian ser
mortales. Estos venenos tienen como funcién principal, inmovilizar a la presa para
poder digerirla, o bien como mecanismo de defensa frente a otros depredadores.
Se han reportado algunas actividades enzimaticas del veneno, solo por mencionar
algunas, la actividad citotéxica, hemolitica, coagulante, fosfolipasa, hialorunidasa,
proteasa, entre otras. Por la alta mortalidad que ocasionan en el hombre los estudios

realizados se enfocan mas en los venenos de escorpiones, serpientes y tarantulas.

Actualmente todavia existe una falta de interés en el estudio de la composicidn
bioquimica y actividades bioldgicas del veneno del género Scolopendra, lo que
provoca que haya muy pocos antecedentes de estudios realizados, de igual manera
esta falta de informacion e interés por el estudio del veneno de ciempiés esta
influenciada por el bajo indice de mortalidad relacionado con sus mordeduras, en
comparacion a otros animales como lo son los alacranes, serpientes y arafias,

ademas de la escasa sintomatologia que pueden ocasionar (Rates et al., 2007).

Con la finalidad de identificar y posteriormente purificar las proteinas con actividad
de proteasas de los venenos de S. viridis y S. polymorpha, fue utilizado veneno total
de ambas especies y se efectuaron diferentes técnicas que permitieron la
identificacion del perfil proteico, la identificacién de las proteinas con actividad de
proteasa y la purificacion de las proteinas con actividad de proteasa. En promedio
para correr y visualizar correctamente en un gel de electroforesis el perfil de
proteinas del veneno se necesita una cantidad aproximada de 20 pg para cada
especie; mientras que para realizar los cortes y purificacién se necesitan 80 ug de
veneno en cada pozo del gel dando como resultado un aproximado de 480 pg de

cada veneno (resultado de 6 pozos que se cargan para la corrida).
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8.1. Obtencién del veneno.

En la obtencion del veneno de S. viridis, fueron ordenados alrededor de 200
ejemplares en diferentes tiempos (una vez por mes) sin importar el tamafo del
ciempiés, y se obtuvieron entre 500-600 ug de veneno por ordefia. En el caso de S.
polymorpha, se ordefiaron 10 especimenes con lo cual se obtuvo un aproximado de
500 ug de veneno por ordefa. Con base en la experiencia de las ordenas y perfiles
proteicos de cada especie, se determind que la cantidad de veneno que se llega a
obtener depende de la cantidad de especimenes; no obstante, es necesario resaltar
qgue no todos los ciempiés proporcionan veneno al momento de ordenarlos mientras

que otros llegan a dar mas del esperado.

La cantidad de veneno obtenida fue diferente entre S. viridis y S. polymorpha, esto
como consecuencia del nimero de ejemplares y del tamafio de los mismos, si se
comparan estos resultados con los de otros trabajos de Scolopendra, como los de
Granado (2014) y Parrilla-Alvarez et al. (2008) quienes obtuvieron de S. gigantea
243 pg/pL/18 individuos y 375 pg/pL respectivamente de veneno crudo haciendo

uso de la técnica de electroestimulacion.

Por otro lado, se ha obtenido de S. viridicornis mediante electroestimulacion una
cantidad de 2,000 ug de veneno total/10 individuos (Malta et al., 2008). Lo anterior
evidencia que el rendimiento de ordefia que se obtuvo en el presente trabajo para
ambas especies es menor, debido principalmente a que la técnica de obtencion del
veneno fue diferente (se realiz6 por estimulacion manual), sin embargo, también
pudieran estar influyendo algunos otros factores como el tamafio de la especie de
estudio, el tamafio de los especimenes de cada especie, el origen geogréfico, el
sexo, el tiempo en cautiverio y el historial de ordefia (Cooper et al., 2014).
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8.2. Perfil proteico de los venenos de S. viridis y S. polymorpha.

El primer método que se utilizd fue la electroforesis en SDS-PAGE para la
identificacion del perfil proteico y que sirvié para determinar los pesos aproximados
de las proteinas presentes en los venenos de S. viridis y S. polymorpha (Anexo 3).
El gel fue preparado con una concentracién de acrilamida al 12%, en el gel
separador, mientras que en el gel concentrador fue del 4%, Se colocaron 18 ug de
proteina de ambos venenos en carriles diferentes y 1.8 uL de marcadores de peso
molecular marca BIORAD Cat. #PM001-0500 de amplio rango (270-6.5 kDa).

A) KDa MPM V.I.Sp B) KDa MPM V.T.Sv

270
175
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95

66
2=

37
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Figura 1. Perfiles proteicos en geles SDS-PAGE al 12% de S. polymorpha y S. viridis, en
condiciones no desnaturalizantes de venenos totales: A) S. polymorpha (18 pg) y B) S. viridis (18
Hg). En el carril MPM se encuentran los marcadores de peso molecular. Tincion con azul de
Coomassie.

La figura 9-A detalla el perfil proteico de S. polymorpha, con 12 bandas que tienen
pesos moleculares ubicados en el rango de 169-6.85 KDa.

Por otra parte, el esquema 9-B muestra el perfil proteico de S. viridis, en el cual se
lograron identificar 16 bandas proteicas cuyo peso molecular oscila entre los 175 y
6.85 KDa.
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Con ayuda de esta técnica se logro identificar las diferentes proteinas presentes en
los venenos de ambas especies, asi como sus pesos moleculares aproximados.

Este ensayo permiti6 identificar el perfil proteico del veneno de ambas especies,
(Figura 9), y fue realizado por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS-PAGE permitiendo visualizar e identificar cada una de las proteinas contenidas
en los dos venenos, en ambos casos dichas proteinas se encuentran dentro de un
rango de marcadores de peso molecular de 6 a mas de 250 KDa, para S. viridis se
lograron observar alrededor de 16 bandas mientras que para S. polymorpha fueron
visualizadas 12 bandas proteicas. Perfiles proteicos de otras especies,
pertenecientes al género Scolopendra, muestran semejanzas en el rango de los
pesos moleculares de las bandas visualizadas en este trabajo. Granado (2014)
reporta el perfil proteico obtenido para el veneno de S. gigantea el cual mostré un
total de 28 bandas de proteinas, mientras que el reportado por Parrilla-Alvarez et al.
(2008), donde para esta misma especie, solo obtuvo 10 bandas de proteinas de
pesos moleculares de entre 190 KDa a 6 KDa. Para la especie S. viridicornis, se ha
descrito que posee un perfil de bandeo proteico que va desde los 114 KDa hasta 88
KDa, en condiciones no reductoras, mientras que en condiciones desnaturalizantes
aparecen un rango de bandas entre 82-40 KDa (Malta et al.,, 2008). Rates et al.
(2007), reportaron para S. viridicornis nigra un total de 62 proteinas en un rango de
3 KDa a 20 KDa, mientras que el perfil electroforético de S. cingulata mostré 65
proteinas de bajo peso molecular de entre 1.3 KDa y 22 KDa. Todos los reportes
anteriormente descritos aunados a los encontrados en este trabajo de investigacion
evidencian una amplia gama de proteinas para genero Scolopendra, y en nuestro
caso particular de S. viridis y polymorpha se identificé que el veneno tiene una gran
variedad proteica, mismas que pueden ser evaluadas en diferentes ensayos

biolégicos para una muy posible aplicacion biotecnoldgica.
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8.3. Estandarizacién de la técnica de zimograma
Con la finalidad de evitar el desperdicio de veneno de las especies de Scolopendra,
se optd por probar la técnica de zimografia utilizando veneno de serpiente Crotalus
durissus para la familiarizacion del ensayo (ver Fig. 10). En el caso de la
concentracion de sustrato (gelatina) se probaron las concentraciones de 0.3% y
0.2% siendo la concentracion de 0.2% la que presenté una mayor resoluciéon de la
actividad de proteasa. De acuerdo con la literatura los protocolos indicaban que el
zimograma tenia que incubarse a 37°C por 18 horas en buffer, sin embargo, el
siguiente parametro a determinar era determinar el buffer correcto, razén por lo cual
se determind probar 4 soluciones amortiguadoras, las cuales se resumen en la tabla
siguiente:
Tabla 7. Soluciones amortiguadoras probadas para la estandarizacién de la técnica de zimograma.
Buffer pH

Tris 50 mM; 5 mM de CaCl2

Citratos: Acido citrico; Citrato de Na*

Tris 20 mM 6.8

Tris- HCI 50 mM, NaCl 150 mM y CaCl2 10 mM 7.6

Figura 2. Visualizacion de las bandas del veneno de serpiente con actividad proteasa. Zimograma
al 16%, (0.2% de gelatina). Tincién azul de Coomassie. A) Buffer Tris 50 mM 5 mM de CaCi2 pH 8,
B) Buffer Citratos pH 4, C) Buffer Tris 20 Mm pH 6.8 y D) Buffer Tris-50 mM, NaCl 150 mM y CacCl:
10 mM.
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De acuerdo con la figura 10, las soluciones amortiguadoras que presentaron una

mejor resolucion de las bandas de actividad de proteasas fueron la de la figura 10-

B, 10-C y 10-D, razén por lo cual se probaron estos tres buffers con los venenos

totales de S. viridis y S. polymorpha.

Una vez evaluadas las diferentes condiciones, se logré determinar el protocolo

optimo para la visualizacién de la actividad de proteasa para los venenos totales

gue se resume en la figura siguiente:

Preparacion del
Zimograma (12%)
utilizando como sustrato
gelatina (0.2%)

Colocacion de la
muestra de proteina

Veneno total->20 ug
Proteina pura »5-10 pg

Corrimiento del
Zimograma

2 hrs>75V

2 lavados del zimograma
con Triton X (2.5%) por
30 minutos cada uno.

Incubar con el Buffer
(Tris- HCI 20 mM pH
6.8) a 37°C por 18 horas

Tefiir el Zimograma con
azul de Comassie (2.5%)
por 30 minutos

v

Desteiir para la
visualizacion de
actividad

Figura 3. Protocolo 6ptimo para visualizacion de la actividad de proteasas del veneno de ciempiés

y de proteinas puras.
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8.4. Zimograma (Actividad de proteasa de los venenos de S. viridis
y S. polymorpha)

Luego de haberse obtenido el perfil proteico de los venenos se llevd a cabo la
evaluacion de posibles actividades proteoliticas mediante zimogramas al 12% de
acrilamida-bisacrilamida copolimerizado con gelatina al 0.2% p/v como sustrato
enzimatico. Con este método se determind la presencia o ausencia de proteinas
con actividad de proteasa de los venenos totales. Fue analizada la aparicién o
ausencia de zonas blancas o de degradacion del sustrato, que indican la actividad

enzimatica en los zimogramas. (Figura 12).

KDa MPM S. polymorpha S. viridis

270
175

130 —
95 —p

66 —>
52,

37 =

30 —>

16 =——p

6.5 =—p

e

Figura 4. Zimograma al 12% (0.2% de gelatina) de los venenos totales de ambas especies de
ciempiés (20 ug), se observa la presencia de bandas con actividad de proteasa tanto para el veneno
de S. polymorpha, como para el veneno de S. viridis. Tincion con azul de Coomassie. (Valladares,
2022).

En la Figura 12 se muestra el zimograma general de las muestras de los venenos
totales de ambas especies de ciempiés S. viridis y S. polymorpha, donde se
observan 6 actividades proteoliticas evidenciadas por las zonas blancas observadas

en los geles. Las zonas donde se presentd digestion enzimatica fueron: 2 bandas
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por encima de 100 KDa, 2 bandas de peso molecular entre 100 y 65 KDa, 1 banda
cercana a 45 KDa, 1 banda de 20 KDa, y 2 bandas pequenas de 20 y 10 KDa.

A su vez, se presentaron algunas zonas con mas actividad que otras, siendo en S.
viridis las bandas de 45, 95 y 66 KDa las que presentaron una mayor digestion
proteolitica, esto se observa en las zonas blancas evidenciadas en la fotografia,
estas proteasas son seguidas, con respecto a actividad, por la banda de 20 y 10
KDa, y el resto de las bandas por encima de 100 KDa. Por otro lado, para S.
polymorpha las bandas que tuvieron mayor actividad proteasa son las de 20 y 45
KDa, estas proteasas son seguidas, con respecto a actividad, por las bandas de 45,
66 y el resto de las bandas por arriba de 100 KDa. A pesar de que no se evidencia
una zona de digestion notable en estas bandas de alto peso molecular, el hecho de
que esa seccidon del gel esté muy clara y que dichas bandas proteicas no se
observen en comparacion con el gel normal de electroforesis, se toma como una

evidencia de que estan llevando a cabo un rol degradativo de la gelatina presente

en el gel.
(a) S. Polymorpha (b) S. viridis
206 KDa 175 KDa 175 KDa
216 KDa
95 KDa
66 KDa—s
66 KDa
45 KDa
45KDa
20 KDa 20 KDa—
10 KDa
9 KDa

Figura 5. Zimogramas al 12% (0.2% de gelatina como sustrato) de los venenos totales de ambas
especies de ciempiés (20 pg de muestra), se observa la presencia de bandas con actividad de
proteasa tanto para el veneno de S. polymorpha (a) como para el veneno de S. viridis (b). Tincion
con azul de Coomassie.
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Los resultados anteriormente detallados presentan cierta similitud con trabajos
anteriores realizados con otras especies de ciempiés; el primer trabajo es el de
Granado (2014), quien reporta 8 proteasas presentes en el veneno de S. gigantea,
de las cuales 5 presentaron actividad serin-proteasa (51 KDa, 100 KDa, 116 KDa y
dos bandas = 250 KDa), ademas 2 de ellas mostraron actividad metaloproteasa (22
KDa y 26 KDa respectivamente). En el trabajo realizado por Malta et al. (2008), se
identificaron para S. viridicornis, dos bandas con actividad proteolitica (caseina) de
22 KDa y 44 KDa. Ademas, se corroboré lo reportado por Lopez (2021), quien
previamente habia reportado actividad de proteasas en los venenos completos de

S. viridis y S. polymorpha.
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8.5. Determinacion tipo de proteasa mediante inhibidores
especifico.

Con el zimograma general obtenido de la seccion anterior, se procedio a investigar
la naturaleza enzimética de las bandas que presentaron degradacion enziméatica.

Para ello, se usaron inhibidores enziméaticos especificos que permitieron corroborar

gue tipo de actividad enzimética presentaron esas bandas.

(a) (b) (c)
S. Polymorpha S. Polymorpha
S. Polymorpha EDTA PMSF

206 KDa = 175 KDa
A—
66 KD mmp
45 KDQ sy
20 KD sy
10 KD ey

Figura 6. Zimogramas al 12% (0.2% de gelatina como sustrato) del veneno de S. polymorpha con
inhibidores. (20 ug de muestra); Buffer 20 mM Tris-HCI pH: 6.8), (a) Se observa la presencia de
bandas con actividad de proteasa en el veneno de S. polymorpha; (b) Inhibicién total de las bandas
de actividad total por el EDTA 0.1 M (inhibidor especifico de metaloproteasas) y (c) No se observa
inhibicién por parte del inhibidor PMSF 10 mM (Inhibidor especifico de serin-proteasas). Tincién con
azul de Coomassie.

En la Figura 14b, en donde al zimograma le fue colocado EDTA (inhibidor de
metaloproteasas) se logra observar que las bandas con actividad proteasa
detectadas anteriormente para el veneno de S. polymorpha dejaron de ejercer su

actividad enzimatica. Esto se dedujo debido a que no se observaron zonas de
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degradacion enzimatica y ademas solo se vieron bandas proteicas similares a la de
un SDS-PAGE normal, lo que indica que el inhibidor EDTA ejercié su accién sobre
esas enzimas. Este resultado sugiere que dichas enzimas pertenecen a la familia

de las metaloproteasas.

(a) (b) (c)
S. viridis S. viridis

S. viridis EDTA PMSF

216 KDa
95 KDa

66 KDa

45 KDa

20 KD

9 KDa

Figura 7. Zimogramas al 12% (0.2% de gelatina como sustrato) del veneno de S. viridis con
inhibidores. (20 pug de muestra); Buffer 20 mM Tris-HCI pH: 6.8), (a) Se observa la presencia de
bandas con actividad de proteasa en el veneno de S. viridis; (b) Inhibicién total de las bandas de
actividad total por el EDTA 0.1 M (inhibidor especifico de metaloproteasas) y (c) Se observa una
inhibicion parcial de algunas proteinas por parte del inhibidor PMSF 10 mM (Inhibidor especifico de
serin-proteasas). Tincion con azul de Coomassie.

Con respecto a los zimogramas de S. viridis (Figura 15), se observa que al igual que
el caso anterior, el inhibidor EDTA para metaloproteasas ejercié efecto sobre la
actividad degradativa de las enzimas anteriormente encontradas (Figura 15b),
puesto que después de la incubacion y revelado solo se observan las bandas de
proteina, pero no la actividad degradativa (zonas blancas) vistas con un zimograma

normal (Figura 15a), mientras que el PMSF no tuvo efecto sobre la degradacion de
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la gelatina y se observé un perfil degradativo similar al del zimograma normal del

veneno.

Haciendo el analisis de los resultados para este ensayo, se concluye que las
proteasas observadas en ambos venenos son metaloproteasas, es importante
sefialar que la familia de metaloproteasas son un componente integral del veneno
en muchos linajes venenosos, comprendidos los ciempiés (Malta et al., 2008;
Undheim et al., 2014, 2015). Las metaloproteasas dependientes de zinc de ciempiés
reportadas en la mayoria de los trabajos se limitan a las proteasas M12A o
conocidas como metaloendoproteasas similares a la astacina (Undheim et al., 2014,
2015; Ward & Rokyta, 2018). Sin embargo, en el trabajo de Ellsworth, et al., (2019),
se encontraron 5 metaloproteasas pertenecientes a la familia M12A en S.
sexspinosus; no obstante, la principal clase de toxinas detectadas en esta especie
de ciempiés pertenece a las metaloproteasas M12B, también conocidas como
adamalisinas, que hasta el dia de hoy son las primeras que se informan en cualquier
linaje de ciempiés. Por todo lo anteriormente descrito, las metaloproteasas de S.
viridis y polymorpha pudieran pertenecer a la familia M12A o M12B, sin embargo,

se requieren estudios mas profundos para determinar esta ultima informacion.

Las proteinas que presentan actividad de proteasa y que pertenecen a la familia de
metaloproteasas participan principalmente en la degradacion de la matriz
extracelular y evitan la formacién de coagulos de sangre, como consecuencia se
presenta una alta actividad hemorragica (Undheim & King, 2011). A nivel de la
matriz celular las metaloproteasas alteran de forma especifica a proteinas como la
laminina, nidégeno, fibronectina, colageno tipo IV y proteoglicanos de la membrana
basal endotelial, ademas también han sido reconocidas por su papel en la
modificacion postraduccional que permite la activacion de otras proteinas del
veneno (Chen et al., 2012; Undheim et al., 2014), lo que facilita la propagacion y la
funcion de los componentes sinérgicos del veneno. Se conoce que las
metaloproteasas son las enzimas responsables de causar edema, necrosis,
ampollas e inflamacién, que son sintomas comunes del envenenamiento por
ciempiés (Malta et al., 2008; Undheim & King, 2011; Undheim et al., 2015b; Hakim
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et al., 2015), lo cual sugiere que las metaloproteasas son ubicuas en los venenos
de ciempiés. Con base a lo anteriormente descrito, los resultados de este trabajo de
investigacion respecto las proteinas que presentaron actividad metaloproteasa en
los venenos de S. viridis y S. polymorpha, podrian constituir un blanco de estudios
farmacologicos destinados a contrarrestar de forma especifica las afecciones

clinicas producidas por este tipo de proteasas.

8.6. Purificacion e identificacion de las proteinas con actividad

proteasa

Una vez realizado el perfil proteico, los zimogramas de los venenos totales y
determinado los tipos de proteasas presentes, se procedid purificar las bandas con
actividad. Para ello, se cortaron cada una de las bandas de los venenos de ambas
especies de ciempiés a partir de un gel SDS-PAGE al 12%, posteriormente por
medio de la técnica de electroelucién seguida de dialisis se recuperaron 4 proteinas
del veneno de S. viridis y 2 proteinas del veneno de S. polymorpha que presentaron

actividad de proteasa, las cuales se muestran en la tabla 5:

Tabla 8. Proteinas electroeluidas de los venenos totales de S. viridis y S. polymorpha con actividad
proteasa.

Especie Peso molecular KDa
S. viridis 45
216
66
20
S. polymorpha 20
206

Una vez electroeluidas las diferentes proteinas marcadas en la tabla anterior, se
realizé la cuantificacion y como primer punto se efectué un zimograma en las
mismas condiciones que como se hizo para los venenos totales, logrando visualizar

solo una actividad muy marcada en la proteina de 20 KDa de S. viridis (Figura 16),
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y en otro zimograma realizado posteriormente se encontro actividad de la proteina
de 66 KDa (Figura 17).

S. Viridis (5pug)

*1 *2 *3 *4 *5 *6

Figura 8. Zimograma al 16% (0.2% de gelatina) de proteinas electroeluidas del veneno de S. viridis.
*1: 175 kDa; *2: 161 KDa; *3: 89 KDa; *4: 58 KDa; *5: 49 KDa y *6: 20 KDa. Tincion azul de
Coomassie.

Este ensayo permitié observar la aparente pureza de las proteasas, sin embargo, la
cantidad de muestra que se necesito para visualizar la actividad de ambas muestras
fue alta, y el rendimiento de recuperacion de proteinas muchas veces es bajo, razén
por lo cual se optd por un ensayo alternativo pero que también permite observar la
actividad de las proteinas recuperadas con una menor cantidad de muestra. Cabe
mencionar que debido a la poca disponibilidad del veneno de S. polymorpha las
proteinas que se lograron recuperar, se probaron por el método descrito a

continuacion.



LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA- CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

8.7. Determinacion de la actividad de proteasa directa en caja Petri.

Derivado del inconveniente para visualizar la actividad de proteasa con la técnica
de zimograma de las proteinas previamente identificadas y purificadas, debido a
que se requiere una mayor concentracion de estas para una mejor visualizacion, se
optd por utilizar este ensayo alternativo que permite visualizar la actividad de

proteasa utilizando una menor concentracion de muestra.

S. polymorpha
20 KDa

S. viridis

S. polymorpha
L » 45 KDa

17 KDa

S. polymorpha
206 KDa

S. viridis
216 KDa

Conftrol + (Veneno
serpiente)

Control — (H20)

Figura 9. Actividad directa de proteasa de las proteinas electroeluidas de ambos venenos. (Sustrato:

Gelatina comercial 7.5%, Muestra: 7.5 ug). Tinciéon Azul de Coomassie.

Gracias a esta prueba, se logré comprobar la actividad de proteasa de las proteinas
electroeluidas de ambos venenos, que posteriormente se llevaron a RP-HPLC para

determinar su pureza.
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8.8. Determinacién de pureza de proteasas mediante RP-HPLC

Con la finalidad de verificar la pureza de las proteinas electroeluidas y que
presentaron actividad de proteasa en el método directo en caja Petri, se optd por
verificarlas a través de la técnica de HPLC en fase reversa, para obtener los tiempos

de retencion y posteriormente pudieran ser mandados a secuenciacion.

“uU,UuU
ual
35,000
30,000
18
25,000
20,000
15,000
10,000

5,000

-5,000
-10,000

-15,000

-20,000

22

RT [min]

o B 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Figura 10. Cromatograma RP-HPLC de veneno de Scolopendra viridis. Columna C18 analitica

(Supelco 504971), Gradiente 0-60% en 60 min. Flujo 1mL/min.

La Figura 18, muestra el cromatograma del veneno total de S. viridis, en donde se
encontraron 25 picos cuyos tiempos de retencidbn empiezan a partir de los 30
minutos hasta los 60 minutos, siendo el pico mas abundante el nimero 18 cuyo
tiempo de retencion es de 49 minutos, seguido de los picos 7, 10 y 22. Lo anterior
indica que la mayor parte de las proteinas del veneno tienen caracteristicas mas
hidrofébicas, puesto que comenzaron a eluir de la columna conforme se increment6
el porcentaje de solvente (Acetonitrilo). Este perfil, sirvié de referencia para los
tiempos de retencion de las proteinas purificadas y que de igual forma se

procesaron por RP-HPLC.
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Figura 11. Cromatograma RP-HPLC de proteina de 45 KDa del veneno de Scolopendra viridis.
Columna C18 analitica (Supelco 504971), Gradiente 0-60% en 60 min. Flujo 1mL/min.

En la figura 19, se muestra el resultado de la cromatografia en fase reversa de la
proteina de 45 KDa de S. viridis, donde se observan dos picos, siendo el pico mas
abundante y representativo el nimero 2, cuyo tiempo de retencion aproximado es
de 48.5 minutos, realizando la interpolacién respecto al veneno total, este pico

vendria siendo el nimero 17.

45000

Lmuesira 1Scolopendrad 1 0.2 T0 29 2o AMAPLC 33015 DATA [Prosfar 330 Absorbance Analog Channel 1 ELOGUZS0E I

40,000

35,000

30,000

26,000
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10,000

5,000

0 £ 10 1< e 1 25 0 35 40 A £0 -4 S0

Figura 12. Cromatograma RP-HPLC de proteina de 216 KDa de Scolopendra viridis. Columna C18
analitica (Supelco 504971), Gradiente 0-60% en 60 min. Flujo 1mL/min

Por su parte, la figura 20 muestra la cromatografia RP-HPLC de la proteina de 216
KDa de S. viridis, donde se obtuvieron 3 picos, observandose que el pico abundante

es el pico 3 cuyo tiempo de retencion es de 49 minutos, y que al realizarse la

> [ w <
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interposicién con respecto al cromatograma de veneno total, seria el pico nimero
18.

En ambos casos, los cromatogramas de las proteinas purificadas tienen un pico
abundante y con tiempos de retencion similares, por lo cual se puede deducir que
al menos comparten la caracteristica de hidrofobicidad, pero amplia diferencia en
pesos moleculares. Estos datos obtenidos se pueden comparar con proteinas
purificadas de otras especies de ciempiés, por ejemplo, el trabajo reportado por
Peng et al., (2010), aislo y purifico por RP-HPLC dos péptidos del veneno de S.
subspinipes mutilans, cuyos tiempos de retencion fueron de estuvieron entre 45-48
y 65-70 minutos. Otro reporte de S. subspinipes mutilans hecho por Wang et al.,
(2017), purifico un péptido también por RP-HPLC en el cual obtuvo cuatro picos
cuyos tiempos de retencion oscilaron entre 34.8-38 minutos, siendo el pico mas
abundante el del tiempo 35 minutos, cuya actividad resulto ser analgésica en
modelos murinos. Siguiendo con reportes de esta misma especie, Yang et al.,
(2013), indican que el péptido denominado como Ssm6a que actda como inhibidor
selectivo de Nav1.7 tuvo un tiempo de retencion de 30 minutos. Ademas, estudios
previos han demostrado que varios péptidos de ciempiés con actividades biologicas
a menudo eluyen alrededor del 40 % de Acetonitrilo, por lo que pueden clasificarse
con caracteristicas hidrofébicas (Chaparro & Da silva, 2016). Se puede deducir por
lo anteriormente expuesto que los tiempos de retencion encontrados en este trabajo
para las proteinas de 216 y 45 KDa de S. viridis son similares a los reportados para
otras proteinas de especies diferentes que de igual forma presentan alguna
actividad biologica.
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X. CONCLUSIONES

» Se corrobord la actividad proteasa del veneno de las dos especies de
ciempiés S. viridis y S. polymorpha.

» ldentificamos 6 proteasas para cada veneno; S. viridis (216, 175, 95, 45, 20
y 9 KDa) y S. polymorpha (206, 175, 66, 45, 20y 10 KDa).

» Las proteasas identificadas en ambas especies pertenecen a la familia de las
metaloproteasas.

» De S. viridis se tienen los tiempos de retencion (485 y 49 min
respectivamente) de dos proteasas (216 y 45 KDa) por RP-HPLC.

X. PERSPECTIVAS

e Realizar estudios complementarios de caracterizacion de las proteasas (pH,
temperatura, punto isoeléctrico).

e Purificar y caracterizar las proteinas con actividad proteasa restantes en
ambos venenos.

e Secuenciacion parcial de al menos una de las proteinas puras.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva estandar de BSA, para el método de Lowry

Tubos Volumen H20 (uL) Volumen BSA (uL)
Blanco 1000 0
1 ug 999.66 0.33
3 ug 999 1
7.5 g 997.5 2.5
15 ug 995 5

Anexo 2. Soluciones método de Lowry

Soluciones
Na2CO3z 2%
NaOH 0.1M
KNaCsH406:-4H20 1%
CuSOas 1%
Reactivo de Folin puro

*Preparacion de solucion 1: Pesar juntos 2g de Na2CO3 y 0.4g de NaOH, se
disuelven en 100 mL con agua miliQ.

*Preparacion de KNaC4sH406-4H20 1%: Pesar 0.1g de KNaC4H4O6-4H20 en 10 mL
de agua miliQ.

*Preparacion de CuSO4 1%: Pesar 0.1g de CuSOs y disolver en 10 mL de agua
miliQ.

Se obtiene el resultado a través de una regresion lineal para obtener los valores de
la ecuacién de la recta (r, m y b). La formula para el célculo es y = mx + b que ya

despejada queda x = % donde el valor de “y” es la absorbancia obtenida para la

muestra.
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Anexo 3. Componentes y proporciones del gel concentrador y separador de

poliacrilamida al 12% con SDS.

Reactivos: Acrilamida
Bis-acrilamida
Tris base
Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Persulfato de amonio (APS)
Tetrametiletilenediamina (TEMED)
Glicina
Acido acético
H20 Mili-Q
Azul de bromo fenol
Glicerol

Soluciones: Acrilamida 30 %
Bis-acrilamida 0.8%
Buffer de arriba para el gel concentrador: Tris base 0.5 M pH 6.8
Buffer de abajo para el gel separador: Tris base 1.5 M pH 8.8
SDS 10 %
APS 10%
Buffer de corrida pH 8.6: Tris base 0.25 M/Glicina 0.19 M/ SDS 0.1 %
BSA 3ug/uL
Buffer de carga: SDS 4%/Glicerol 20%/Azul de bromo fenol
0.05%/Buffer de arriba.

PREPARACION DEL GEL

Gel separador 16% Gel concentrador 4%
H20 Mili-Q 820 uL H20 Mili-Q 850 pL
Acrilamida 2.13 mL Acrilamida 208 pL
Tris pH 8.8 1.04 mL Tris pH 6.8 156 uL
SDS 10 % 56 pL SDS 10 % 12.5 pL

APS 10% 56 pL APS 10% 12.5 pL
TEMED 8 uL TEMED 8 uL



LABORATORIO DE NEUROFARMACOLOGIA- CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

Anexo 4. Componentes para solucion de Coomassie

Reactivo Porcentaje en
volumen
Metanol 45.45%
Acido acético 9.2%
Agua 45.1%
Azul de Coomassie 0.25%
R-250

Anexo 5. Componentes para 100 mL de solucién destefiidora.

Reactivos Porcentaje en
volumen
Metanol 30%
Acido acético 10%
Agua 60%

Anexo 6. Buffer de electroeluciéon Tris- HClI 50mM pH 6.8.

Pesar 12.114g de Tris para 2 L de solucidon, ajustando el pH a 6.8 con HCI
concentrado.
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Anexo 7. Zimograma con 0.2 % de gelatina para la actividad de proteasa.

NOTA: Se utiliza un gel SDS-PAGE 12% ver anexo 11.2

Reactivos:
Triton X-100
Tris
NaCl
CaCl2

Gelatina 0.2%
Buffer:

Tris 50 mM pH 7.6
NaCl 150 mM
CaCl210 mM
Triton X-100 2.5%

Soluciones:

PREPARACION DEL GEL

Gel separador 16%
H20 Milli-Q 820 pL
Acrilamida 2.13 mL
Tris pH 8.8 1.04 mL

SDS 10 % 56 pL
APS 10% 56 pL
TEMED 8 puL

Gelatina comercial

Gel concentrador
H20 Milli-Q
Acrilamida
Tris pH 6.8
SDS 10 %

APS 10%
TEMED

4%
850 uL
208 pL
156 pL
12.5 pL
12.5 uL

8 pL

Primeramente, el agua se calienta y en ella se disuelven 0.2% (0.008 g) de gelatina

previamente pesados, a continuacion se incorporan el resto de los reactivos del gel

separador, una vez acabada la corrida el gel es sometido a 2 lavados de 30 min

cada uno con Triton-X100 (2.5%), posteriormente el gel se incuba en Tris- HCI 50

mM, NaCl 150 mM y CaCl2 10 mM pH 7.6, durante 18 horas a una temperatura de

37°C, finalmente se tefira con azul de coomassie R-250 para la visualizacion de las

bandas con actividad de proteasa.
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SUSANA VALENCIA DIAZ | Fecha:2023-04-25 07:44:49 | Firmante

USgVuEjntfuQtlligh+KGYmNaPt3V6WPzcl Kty HqcvNOHE 14bMNT4V+uDvp4PMIQNSbNSTLD8mEIOfVyQywfpiCZhISgF5BHIGdFPCOnk/MDfaw4QVDB301sWgUznp43ApalnO/
G5caxJpHDEmXDULWQ+JWhra/kT+IrozvOS3+9Y+0okb/u67 Ao6 EBWKIJjj XQNz/+V8qcns QXirTQQjzNipGObSXBncD TL3gXRNRBjTgy ChdpnNinOLM9OSSbyJjmhAslz0T3zmNG
R7KqtY5xvYKW5117412T95+sGlI 7zsaqL VMKGij9sY 8blh+Er4/iCUdedqTJdTX3NTRIFVg==

MARIA DEL CARMEN GUTIERREZ VILLAFUERTE | Fecha:2023-04-25 10:35:33 | Firmante

YhQLTtQWTvrSnEzjWSbFjFH02cr8/2ITm+V6TtKLds6 GZaNJ/sl2ZUeSoCU2b858Sc0SdPmSum8RIvbF0r206ArkL t3GWP63vp6lom SSEnbvw29GRty UrsbTPxif2J79gL E4pgyCh
tDgX688de2euG9Sa7JVWHKIZQEPL OTWzFUZ2+0ByGOEXiJo81UchJHEMO3LofBWACSKIIHz44gqSfNfvutvpO26V6vylIMXj5vug8b54bHCerX92qKelKpNouw5c3micmZs5orcsa
MmTYifb/fS+xhO/Hg5cFxNCUehxJHUv+2i70T1dQQWcjoxeAqBmZq3w9i+7+ezBkRfw==

Puede verificar la autenticidad del d en la sigui direccion electronica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

FHBiwpRst

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/300g1znebi2iXcdzOudcmVO9Y]0bZLOO
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