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INTRODUCCIÓN 

I. El tejido muscular 

 

El tejido muscular se caracteriza por sus propiedades que permiten el movimiento. Los 

miocitos, o  fibras musculares, que lo componen son excitables –responden a los 

estímulos- y contráctiles –se pueden acortar y generan fuerza-. Estas células son 

multinucleadas como resultado de la fusión de mioblastos (OpenStax, 2013; Waugh y 

Grant, 2013).  

Los músculos pueden provocar movimientos voluntarios (como mover las manos para 

escribir una tesis) o involuntarios (como la contracción de las pupilas ante la luz brillante). 

El tejido muscular se clasifica en tres tipos de acuerdo con su estructura y función: 

esquelético, cardiaco y liso (ver tabla 1). El tejido muscular esquelético es de control 

voluntario mientras que el cardiaco y el liso no; a su vez, el tejido liso carece de la 

apariencia estriada que poseen los otros dos tipos (OpenStax, 2013; Waugh y Grant, 2013).  

Tabla 1. Tipos de tejido muscular. Se resumen las principales características de los tres tipos. 

 Músculo 

(tipo) 
Características histológicas Función Ubicación 

Esquelético 

Fibras largas, estriadas, 

cilíndricas, con núcleos 

periféricos 

Movimientos voluntarios, 

generan calor, protegen 

órganos 

Unidos a huesos 

(mediante tendones) 

y en esfínteres 

Cardiaco 
Fibras cortas, estriadas, 

ramificadas, con núcleo central 

Se contrae para suplir de 

sangre al corazón 
Corazón 

Liso 

Fibras cortas, con forma de 

huso, sin estrías evidentes, un 

núcleo por fibra 

Movimientos involuntarios 

(movimientos intestinales) 

Paredes de los 

órganos más grandes 

Modificada de OpenStax, 2013. 
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i. Tejido muscular esquelético 

Este tipo de tejido se encuentra unido a los 

huesos y su contracción es la que posibilita la 

locomoción, las expresiones faciales, la postura 

corporal, y otros movimientos voluntarios del 

cuerpo. El cuarenta por ciento de nuestra masa 

corporal corresponde a músculo esquelético. 

Cada músculo esquelético puede contener 

cientos de miles de fibras musculares, además 

de vasos sanguíneos y nervios. Como se muestra 

en la figura 1, el músculo entero está rodeada de una capa de tejido conectivo llamada 

“epimisio”; dentro del músculo, las fibras están separadas en haces o fascículos, y cada 

fascículo está cubierto por su propia capa de tejido conectivo llamada “perimisio”. 

Además, cada fibra al interior de los fascículos está rodeada también por una capa llamada 

“endomisio”. Esta red de tejido conectivo proporciona a los músculos una estructura 

altamente organizada, y en sus extremos se mezcla para formar el tendón, que lo une a 

los huesos (OpenStax, 2013; Waugh y Grant, 2013). 

Bajo el microscopio, las fibras tienen apariencia cilíndrica, y se alinean paralelamente, con 

un aspecto bandeado –o estriado-, debido a la presencia de las proteínas contráctiles 

actina y miosina. Las fibras individuales pueden medir hasta 35 cm de largo en humanos. 

Cada fibra tiene varios núcleos localizados justo debajo de la membrana celular 

(sarcolema), el citoplasma (sarcoplasma) contiene filamentos muy pequeños llamados 

miofibrillas, además de una vasta cantidad de mitocondrias esenciales para la producción 

de adenosin trifosfato (ATP), a partir de glucosa y oxígeno, para proveer de energía al 

mecanismo de contracción. De igual manera contiene mioglobina y almacenes de calcio, 

el cual se libera al sarcoplasma mediante estimulación nerviosa y es esencial para lograr la 

contracción (Waugh y Grant, 2013). 

  

Figura 1. Organización del músculo 
esquelético (modificada de Waugh y 
Grant, 2013). 
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II. Daño muscular 

 

El tejido muscular puede sufrir daño por causas mecánicas y también debido a factores 

metabólicos, este daño se caracteriza por síntomas como dolor, espasmos, inflamación y 

contracción dolorosa del músculo. La rabdomiólisis es un síndrome que se presenta como 

resultado de daño directo o indirecto  a la membrana muscular, lo cual ocasiona que el 

contenido celular sea liberado al torrente sanguíneo, lo que puede llevar a alteraciones 

cardiacas y daño renal (Unanúa, et al., 2001; Brancaccio, et al., 2010). 

 

Algunas causas de este fenómeno se encuentran: 

 

a) Fármacos y drogas, como barbitúricos, antihistamínicos, fibratos, estatinas, alcohol, 

cocaína, anfetaminas, opiáceos. 

b) Trastornos metabólicos: cetoacidosis diabética, hipotiroidismo, hipofosfatemia, 

hiponatremia, hipokalemia. 

c) Infecciones bacterianas (estreptococo, legionella, salmonella) o virales (influenza, 

varicela zóster, VIH). 

d) Miopatías: polimiositis, dermatomiositis, entre otras. 

e) Ejercicio muscular excesivo: deporte, asma, distonías, epilepsia. 

f) Toxinas: succinilcolina, toxina tetánica, tolueno, monóxido de carbono, venenos 

(Unanúa, et al., 2001). 

 

Cuando se produce daño muscular, los niveles séricos de enzimas u otras proteínas 

presentes en el músculo esquelético se convierten en marcadores del estado funcional 

del tejido y pueden indicar el grado de necrosis o daño muscular por lesiones agudas y 

crónicas (Unanúa, et al., 2001; Brancaccio, et al., 2010). 
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Dentro de estas enzimas encontramos la creatin kinasa (CK), que cataliza el intercambio 

reversible de grupos fosfatos entre la fosfocreatina y el adenosin difposfato (ADP) que se 

producen durante la contracción muscular; su monitoreo se usa ampliamente para el 

diagnóstico de enfermedades como miopatías, cardiomiopatías y encefalopatías. La 

lactato deshidrogenasa (LDH) es otra enzima que funciona como marcador de daño 

muscular, al igual que la aldolasa, la aspartato transferasa (AST), las troponinas, entre 

otras proteínas; sin embargo CK es una de las más empleadas para identificar daño 

muscular a nivel sistémico (Unanúa, et al., 2001; Brancaccio, et al., 2010).  

 

 

III. Miotoxicidad por venenos animales 

 

Como se mencionó previamente el daño muscular puede deberse a la acción de toxinas, 

en particular, aquellas que producen necrosis muscular son llamadas miotoxinas. Éstas se 

han descrito principalmente en los venenos de serpientes, aunque también se han 

identificado en venenos de himenópteros (avispas, abejas), arañas, y del mismo modo se 

ha reportado actividad miotóxica en venenos de ciempiés del género Scolopendra (El-kik, 

et al., 2013; Malta et al., 2008, et al., 2003; Fuly et al., 2000; De Oliveira et al., 2003). La 

actividad de estas toxinas se puede monitorear por análisis morfológico y por el aumento 

de la actividad de la enzima creatin kinasa (CK) en plasma, ya que ésta se libera del interior 

de la fibra al torrente sanguíneo, de manera conjunta con mioglobina y potasio (The 

Uniprot consortium, 2015; White, 2004).  
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IV. Los ciempiés en México 

 

Los ciempiés (Myriapoda: Chilopoda) son un importante grupo de artrópodos predadores 

que se encuentran en la mayoría de los hábitats terrestres; utilizan su veneno para matar 

o inmovilizar a sus presas, predominantemente insectos. Comprenden aproximadamente 

3300 especies, distribuidas en 5 órdenes: Scutigeromorpha, Lithobiomorpha, 

Craterostigmomorpha, Geophilomorpha y Scolopendromorpha (ver Figura 2; Cupul-

Magaña, 2011; Edgecombe y Giribert, 2007).  

 

La mayor diversidad de especies se encuentra en los trópicos y zonas semitempladas. Son 

parte significativa de la fauna del suelo y pasan la mayoría de su tiempo debajo de éste o 

en pilas de piedras, hojas secas, cortezas y leños (Cupul-Magaña, 2011; Norris, 2008; 

Edgecombe y Giribert, 2007; Abarca et al., 2001; Stankiewicz et al., 1999). 

 

La variedad de ciempiés conocidos para México es de 177 especies incluidas en cuatro 

órdenes y 16 familias. De este total de especies, 155 son endémicas –es decir, un 77% de 

endemismo. Cada uno de los órdenes se caracteriza porque sus representantes tienen un 

número de patas y desarrollo somático distintivo: Scutigeromorpha y Lithobiomorpha, 

anamórficos (adicionan segmentos y patas durante el desarrollo) y ambos con 15 pares de 

patas; Scolopendromorpha y Geophilomorpha, epimórficos (no adicionan segmentos ni 

patas durante el desarrollo), el primero con 21 ó 23 pares de patas y el segundo con 31 a 

181 pares de patas (Cupul-Magaña, 2013; Lewis, 1981).   
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Las especies más peligrosas pertenecen al género Scolopendra, con los miembros más 

grandes (Scolopendra gigantea), que alcanzan longitudes de 30 cm. La mayoría de las 

especies son más pequeñas y relativamente inocuas (Yildiz et al., 2006).   

 

El género Scolopendra está representado en el territorio mexicano por 13 especies, todas 

endémicas, con excepción de S. heros  Girard, 1853 y  S. polymorpha Wood, 1861 que 

también se distribuyen en Estados Unidos, de S. sumichrasti Saussure, 1860  cuya 

extensión abarca hasta Centroamérica, y de S. viridis, descrita a partir de ejemplares 

colectados en los estados  norteamericanos de Georgia y la Florida (Cupul-Magaña, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Chilopoda: morfología y clasificación. En la parte superior: órdenes de la subclase 

Anamorpha: Scutigeromorpha, Lithobiomorpha y Craterostigomomorpha. En la parte inferior se 

señalan los órdenes Scolopendromorpha y Geophilomorpha, de la subclase Epimorpha (Dugon, et al., 

2012; Cupul-Magaña, 2011; Edgecom-be y Giribert, 2007). 
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V. Efectos de la mordedura de ciempiés en humanos 

 

Los ciempiés poseen un par de patas modificadas en su aparato bucal, llamadas forcípulas 

y las cuales contienen las glándulas venenosas. Cuando un humano es mordido por un 

ciempiés, se producen alteraciones locales como inflamación, dermatitis con vesículas 

pruriginosas y dolor quemante, parestesia y edema, que puede evolucionar hacia una 

necrosis superficial; en los casos graves puede haber aturdimiento, cefalea, ansiedad, 

problemas respiratorios, crisis convulsivas y muerte. También se ha reportado que 

produce proteinuria, y se menciona un caso de rabdomiólisis, fallo renal agudo y 

neuropatía multifocal tras la ingestión de una solución alcohólica (53%) del ciempiés 

chino Scolopendra subspinipes mutilans (Malta et al., 2008; Cupul-Magaña, 2007; Muñoz, 

2006; Hasan y Hassan, 2005; Wang et al., 2004; Tay-Zavala et al., 1998).  

 

En el caso de las especies mexicanas, su mordida produce angustia, vómito, pulso 

irregular, mareos y cefaleas, que frecuentemente son de corta duración. Puesto que se 

trata de animales esencialmente nocturnos, las mordeduras son raras (Wang et al., 2004).  
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ANTECEDENTES 

I. Scolopendra polymorpha 

Taxonómicamente, Cupul-Magaña (2013) clasifica a esta especie de la siguiente manera: 

Orden: Scolopendromorpha Pocock, 1895    

Familia: Scolopendridae Leach, 1815 

Subfamilia: Scolopendrinae Leach, 1815    

Género: Scolopendra Linnaeus, 1758 

Especie:         Scolopendra polymorpha Wood, 1861    

Sinonimia:   Scolopendra copeiana Wood, 1862 

Scolopendra copeana Wood, 1865  

                         Scolopendra mysteca Humbert y Saussure, 1869  

Scolopendra californica Humbert y Saussure, 

1870 Scolopendra pachypus Kohlrausch, 1878 

Scolopendra leptodera Kohlrausch, 1881  

Scolopendra viridilimbata Daday, 1891  

Scolopendra copeiana gaumeri Pocock, 1895                   

Scolopendra mohavea Chamberlin, 1912 

Scolopendra polymorpha pueblae Chamberlin,  

1915    

Scolopendra viridis polymorpha Attems, 1930 

Scolopendra michelbacheri Verhoeff, 1938  

 

Scolopendra polymorpha (Fig. 3A) posee 21 segmentos corporales o terguitos (TE), cada 

uno con un par de patas articuladas. En el primer segmento del cuerpo (placa cefálica) 

tiene un par de antenas, además de un par de apéndices o ganchos conocidos como 

forcípulas (Fig. 3B), que en su interior tienen dos diminutos conductos unidos o glándulas 

productoras de veneno,  y de las que se sirve para inyectar el veneno durante la mordida 

(Cupul-Magaña 2011; Cupul-Magaña, 2009; Tay-Zavala, 1998; Monzón-Muñoz, 1997). 

Su presencia se ha reportado en los estados mexicanos de Baja California, Baja California 

Sur, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, 

Michoacán, Morelos, Nuevo León, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas 

y Zacatecas (Cupul-Magaña, 2013), como se muestra en la Fig. 4.  
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A)  B) 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Morfología  de S. polymorpha.  A) Partes de su cuerpo. A: antena; F: forcípula; PC: placa 
cefálica; TE: terguito; PT: pata terminal. Se enumeran los pares de patas caminadoras 5, 10, 15 y 20.  
B) Forcípulas vistas ventralmente, señaladas con flechas.  

 

 

Figura 4. Distribución de S. 
polymorpha en México. Se 
muestran en amarillo los 
estados con reportes de S. 
polymorpha y en naranja la 
zona de colección de 
especímenes, el estado de 
Morelos (datos de Cupul-
Magaña, 2011). 

 

 

  

 

II. Estudios sobre venenos de Scolopendra spp. 

Los venenos de ciempiés son una mezcla compleja de componentes bioquímica y 

farmacológicamente activos; constan básicamente de dos partes: una proteica y otra no 

proteica. La parte no proteica está integrada por sustancias frecuentes en los venenos de 

animales, como aminas biogénicas: serotonina (5-hidroxitriptamina, de efecto 

vasoconstrictor), histamina (vasodilatadora), lípidos (fosfolípidos, colesterol, ácidos 

grasos libres, triglicéridos, ésteres de colesterol y escualeno) y polisacáridos. De la parte  
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proteica se han reportado diversas actividades enzimáticas y neurotóxicas, como se 

muestra en la Tabla 2. 

 *S. polymorpha, erróneamente identificada.                           Modificada de Undheim y King, 2011. 

 

Cooper y colaboradores (2014) realizaron un estudio comparativo sobre la variación en la 

concentración proteica y el volumen de veneno producido por S. polymorpha y S. 

subspinipes, con un enfoque ecológico, concluyendo que un mayor tamaño corporal es uno 

de los factores que determinan una mayor producción de veneno. Sin embargo, no 

aportan información acerca de los componentes del veneno.  

Tabla 2. Actividades tóxicas y toxinas presentes en especies de ciempiés. 

Toxina/actividad Especie Referencia 

 Enzimas 

Fosfatasas ácidas Scolopendra morsitans Mohamed et al., 1983 

Fosfatasas alcalinas S. morsitans Mohamed et al., 1983 
Fosfolipasa A2 S. viridicornis, Otostigmus pradoi Malta et al., 2008 
 S. viridis* González-Morales et al., 

2009 
Esterasas  S. morsitans Mohamed et al., 1983 
Hialuronidasas O. pradoi, S. viridicornis Malta et al., 2008 
 S. viridis, S. polymorpha Ibarra, 2011; González-

Morales, 2010; Muñoz, 2006. 
Metaloproteasas S. morsitans Mohamed et al., 1983 
 
 

S. viridicornis, Cryptops iheringi,  
O. pradoi  

Malta et al., 2008 

Serin proteasa (“Scolonasa”) 
S. subspinipes mutilans 

You, W.K. et al., 2004 

Proteínas no enzimáticas  

Cardiotoxinas S. subspinipes Gomes et al., 1983 
Proteína secretora rica en 
cisteína 

S. angulata, S. viridicornis Rates et al., 2007 

Desintegrinas S. viridicornis Bhagirath et al., 2006 

Hemolisinas O. pradoi, S. viridicornis Malta et al., 2008 

 S. subspinipes Peng et al., 2009 

Miotoxinas C. iheringi, O. pradoi, S. viridicornis Malta et al., 2008 

Neurotoxinas Scolopendra spp (Brasil) Stankiewicz et al., 1999 
 Scolopendra sp (México) Gutiérrez et al., 2003 
 S. morsitans Mohamed et al., 1980 
 S. viridicornis Rates et al., 2007 

Componentes no peptídicos 

Histamina S. subspinipes Gomes et al., 1982 

Serotonina S. morsitans Mohamed et al., 1980 
 S. viridicornis Welsh y Batty, 1963 
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De las investigaciones realizadas en el Laboratorio de Neurofarmacología del CEIB, se ha 

determinado que el veneno de Scolopendra spp puede ser letal para artrópodos como los 

acociles de agua dulce, larvas de insectos y chapulines (saltamontes). Además, contiene 

fracciones con actividad antimicrobiana, fosfolipasa, proteasa y hialuronidasa. Por otro 

lado, existe evidencia de que su porción tóxica modifica la permeabilidad de las 

membranas, aumentando la liberación basal de neurotransmisores, probablemente 

incrementando la permeabilidad a sodio (Ibarra, 2011; González-Morales, 2010; Muñoz, 

2006; Caro, 2005; Clement, 2003; Gutiérrez et al., 2003).  

 

Además, se encontró que la administración por vía intramuscular (i.m.) de veneno de S. 

polymorpha produce alteraciones en el umbral doloroso ante estímulos térmicos, daño a 

nervio y músculo por inflamación en ratones. En general, se observó que la administración 

del veneno produjo efectos especialmente notorios en los minutos 45 posteriores a su 

inyección en todas las pruebas realizadas. Cuando se administró por 3 y 5 días  

consecutivos,  los  ratones experimentaron una sensibilización importante, al ser 

comparados con un grupo control, y se observó que el tejido muscular y nervioso de la 

zona de inyección tenía signos de inflamación, como se observa en la Fig. 5 (Tabullo, 2012).  

 

Figura 5. Histoquímica de zona de 

administración de veneno. A. Se 

muestran secciones transversales de 

fibras de músculo esquelético (F) y 

tejido nervioso (TN) de ratón, 

obtenidas luego de 3 días de 

administración i.m. de veneno total 

de S.polymorpha (25 µg/día). B. Se 

muestran secciones transversales de 

fibras de músculo esquelético (F) y 

tejido nervioso (TN), obtenidas luego 

de 5 días de administración i.m. de 

veneno total de S.polymorpha (25 

µg/día). En ambos casos se observan 

huellas de inflamación y edema, con 

tejido nervioso comprimido. Cortes 

de 5 µm; tinción HyE. Aumento 40x 

(Tabullo, 2012).  
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JUSTIFICACIÓN 

A pesar de la gran cantidad de especies de ciempiés registradas a nivel mundial, son un 

grupo que ha sido poco estudiado, y existe información relativamente escasa acerca de 

los efectos tóxicos a nivel histológico de los venenos que producen. En México se 

encuentran cerca de 190 especies, de las cuales 155 son endémicas (Cupul-Magaña, 2013; 

Undheim, et al, 2014). 

El avance de las técnicas analíticas ha permitido que poco a poco se revelen a detalle 

algunos aspectos de la composición y la evolución de los venenos de estos artrópodos. 

Por ejemplo, se sabe que contienen una parte proteica y otra no proteica; en la proteica 

es posible encontrar miotoxinas (Undheim, et al, 2015).  

Tomando en consideración la diversidad de ciempiés mexicanos, así como la convergencia 

con los venenos de otros animales venenosos y el hecho de que un gran número de las 

proteínas aisladas de ciempiés no muestran parecido con alguna otra familia proteica 

conocida, resulta de gran importancia continuar con el estudio de venenos de los 

quilópodos, a los que podemos considerar una fuente de compuestos novedosos. Por lo 

anterior, podemos sugerir que el estudio del veneno de S. polymorpha y sus efectos 

tóxicos en tejido muscular podrían contribuir al establecimiento de un modelo 

experimental de miopatía. 

 

 

HIPÓTESIS 

El veneno del ciempiés Scolopendra polymorpha contiene al menos una miotoxina, por lo 

es posible visualizar el daño a nivel de tejido muscular causado por exposición a alguna(s) 

de las fracciones de dicho veneno. 
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OBJETIVOS 

 

I. Objetivo General 

Caracterizar el daño estructural a tejido muscular esquelético de ratones CD1, así como 

las afectaciones mitocondriales causados por el veneno de S. polymorpha. 

 

 

II. Objetivos Particulares 

1. Verificar la identidad taxonómica de la especie S. polymorpha. 

2. Separar diferencialmente distintos componentes del veneno completo de S. 

polymorpha mediante técnicas cromatográficas y electroforéticas. 

3. Identificar la(s) fracción(es) en el veneno de S.polymorpha con actividad miotóxica 

sobre músculo esquelético (extensor digitorum longus, EDL) de ratones CD1, mediante 

ensayos in vitro. 

4. Caracterizar bioquímica e histoquímicamente los efectos miotóxicos diferenciales de 

las fracciones del veneno, sobre músculo esquelético de ratones CD1. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

A. Estrategia general 

 

 

  

MATERIAL Y MÉTODOS 

I. Material biológico 

a. Escolopendras del estado de Morelos.  Se colectaron especímenes que se mantuvieron 

recipientes individuales en el laboratorio de Neurofarmacología del CEIB. Con el objetivo 

de verificar la especie de los ciempiés colectados, se realizó una estancia corta en el 

Departamento de Ciencias Biológicas del Centro Universitario de la Costa de la 

Universidad de Guadalajara (CUC-UDG), durante el mes de noviembre de 2013, en el 

laboratorio del Dr. Fabio G. Cupul-Magaña. 

b. Ratones hembra (CD1) de aproximadamente 30 g, adquiridos del Bioterio del Instituto 

de Biotecnología, de la Universidad Nacional Autónoma de México (IBT, UNAM). 

 

II. Obtención y fraccionamiento de veneno 

ii. Obtención y cuantificación del veneno 

El veneno se colectó directamente de las forcípulas de los ciempiés por presión mecánica, 

tras inducirles adormecimiento por medio de temperaturas bajas. Una vez obtenido, se 

cuantificó por el método de Lowry (Lowry et al., 1951); se liofilizó y se almacenó en 

congelación (-20°C) para uso posterior. 

iii. Cromatografía de intercambio aniónico 

Se utilizó una columna de intercambio aniónico DEAE-sefarosa (30 cm x 0.5 cm) a 4°C, 

previamente equilibrada y con acetato de amonio (CH3COONH4) como eluyente (20 mM; 

Obtención de 
veneno total 

Obtención de 
fracciones

Identificación de 
fracción 

miotóxica

Caracterización 
de la actividad 

miotóxica



 

17 
 

pH 4.7). Se aplicó un gradiente de concentración de acetato desde 20 mM a 1 M con flujo 

constante de 5 ml min-1. Se colectaron fracciones manualmente, para ser cuantificadas y 

liofilizadas para su uso posterior de acuerdo con González (2005).  

iv. HPLC de fase reversa (HPLC-FR) 

Se realizaron separaciones por HPLC en una columna C18 de fase reversa. La muestra se 

eluyó por 60 min empleando un gradiente lineal de 0% de solución A (ácido 

trifluoroacético, TFA, al 0.12% en agua) a 60% de solución B (TFA al 0.1% en acetonitrilo, 

CH3CN), con un flujo de 1 ml/min (Ibarra, 2011).  

Se realizó una colecta manual de fracciones, cada 5 min. Posteriormente las fracciones se 

cuantificaron por el método de Lowry, se liofilizaron a sequedad y se conservaron en 

congelación para uso posterior.  

III. Pruebas de daño a músculo con fracciones de 

intercambio aniónico 

Se sacrificaron 3 ratones CD1 de 30 g de peso por dislocamiento cervical. Se obtuvieron 

muestras de músculo esquelético que fueron conservadas con isopentano enfriado en 

nitrógeno líquido como fijador, para obtener cortes de 6 µm de grosor en un criostato 

(Leica Biosystems, Alemania).  a -19.0° C.   

Los cortes se incubaron por 15 y 30 min con VT o con las fracciones obtenidas para 

identificar aquella(s) capaz de producir alteraciones en la morfología del tejido; como 

control adicional, se tiñeron cortes sin incubar. Se utilizó tinción de HyE y se observaron 

los cortes en un microscopio óptico. Estas pruebas se llevaron a cabo en el laboratorio de 

Patología Experimental, del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía (INNyN), en 

colaboración con la Dra. Juana Villeda Hernández y la Bióloga Francisca Fernández 

Valverde. 

IV. Pruebas de daño a músculo con fracciones de HPLC-FR 

i. Determinación de actividad creatin-kinasa (CK) 

Se sacrificaron ratones y se obtuvo el músculo extensor digitorum longus (EDL) de cada una 

de las extremidades inferiores. El músculo se secó, pesó y se transfirió a viales de 

incubación con solución salina para perfusión (SSP, ver Tabla 3), con aireación constante. 

Se realizaron 3 lavados del músculo, a intervalos de 15 min cada uno.  
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Posteriormente se agregó VT o fracciones 

obtenidas por HPLC (previamente incubados 15 min 

con la solución salina a 37°C) a la solución de 

perfusión y se colectó el sobrenadante, 

almacenado a 4°C para su posterior uso en la 

determinación de actividad creatin kinasa (Fuly et 

al, 1999; de Oliveira et al, 2003).  

 

 

 

Se tomaron muestras de sobrenadante del experimento de miotoxicidad in vitro, antes de 

agregar el VT o las fracciones y el control negativo (tiempo 0 min) y a los minutos 15 y 45, 

mientras el tejido seguía en incubación y burbujeo constante.  

La actividad CK se determinó utilizando un kit comercial de diagnóstico (Human 

Gesellschaft für Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden Alemania).  Se tomaron 50 µl 

de sobrenadante de cada muestra, a tres tiempos diferentes (0, 15, 45 min) y se 

solubilizaron en 1 ml de solución de reacción (kit Human); se realizaron 4 lecturas de 

absorbancia a 340 nm (minutos 0,1,2 y 3) por cada muestra, para calcular la variación de 

absorbancia por minuto (ΔA/min) y obtener así las unidades por litro (U/l). 

Posteriormente, se transformaron los resultados a porcentaje de actividad CK. 

ii. Tinciones estructurales 

Después de realizar las incubaciones con SSP, VT y fracciones el músculo se fijó por 

métodos físicos utilizando con isopentano enfriado con nitrógeno líquido. Se utilizó un 

criostato (a -17°C) y se obtuvieron rebanadas de 7 µm de grosor para luego ser teñidas con 

las técnicas de HyE y tricrómico modificado de Gomori (TG),  que nos permitieron 

evaluar el daño a nivel estructural y de organización.  

Estas pruebas se realizaron en colaboración con el laboratorio de Patología Experimental 

del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía (INNyN) con la Especialista en 

Microscopia, Bióloga Francisca Fernández Valverde.  

 

Soluto Concentración 

(mM) 

NaCl 135 

KCl 5 

CaCl2 2 

MgCl2 1 

NaHCO3 15 

NaH2PO4 1 

Glucosa 11 

Tabla 3. Contenido de la solución 
salina para perfusión (SSP). 
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iii. Pruebas de daño mitocondrial 

Una vez obtenidos los cortes transversales de 7 µm de grosor, se evaluaron las reacciones 

enzimáticas de NADH y COX, a fin de evaluar la actividad mitocondrial de los complejos I 

y IV de la cadena respiratoria en los músculos expuestos a los venenos y fracciones, como 

se describe en los apéndices A6 y A7. Estas reacciones evalúan la formación de un 

producto insoluble, visible al microscopio óptico (Moreno León, 2016;  Rosero-Salazar et 

al, 2014; Sargaiyan et al, 2014). 

 

V. Análisis estadístico 

El análisis estadístico consistió en la aplicación de análisis de varianza (ANOVA), para 

determinar si existían diferencias significativas entre las medias observadas en las 

distintas condiciones experimentales. Las premisas del ANOVA (Normalidad de los datos 

y Homogeneidad de varianza) fueron contrastadas utilizando el software STATISTICA 

(StatSoft, Inc. (2004), y se consideró un nivel de significación igual a 0.05. 

Alternativamente, los datos categóricos fueron analizados mediante un test exacto de 

Fisher, con el objetivo de inferir asociaciones de dependencia entre variables. 

 

VI. Búsqueda del agente miotóxico 

i. Separación electroforética de la fracción activa (SDS-PAGE) 

Una vez identificadas las fracciones miotóxicas, se llevó a cabo electroforesis en gel al 12% 

de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para comparar perfiles de una 

muestra de 7 µg VT  y de 5-13 µg de las fracciones (F1, F2, F3, F8, F9, F11 y F12).  Se 

utilizaron marcadores de peso molecular pre-teñidos. El corrimiento se realizó a una 

corriente constante de 15 mAmp. Se tiñó con azul de Coomassie (30%) en ácido acético 

(10%). Se calculó el peso molecular de cada banda  identificable por cada fracción (, de 

acuerdo a la migración de los marcadores de )peso molecular (Ibarra, 2011).   
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ii. Electroelución 

Se cortaron bandas del gel de poliacrilamida, se colocaron en tubos de electroelución y 

fueron sometidas a un flujo de 2.5 mAmp durante 2 hr para extraer la proteína del gel. La 

solución amortiguadora consistió en 150 mM tris-150 mM glicina, con pH de 8.8 (Ibarra, 

2011). Al término de la electroelución, se determinó el contenido proteico por densidad 

óptica a 280 nm, se liofilizaron las muestras y se almacenaron hasta su uso posterior. 

RESULTADOS 

I. Material biológico: escolopendras 

En la Fig. 6 se muestra la morfología externa de los ejemplares estudiados. Estos animales 

poseen un cuerpo aplanado con un par de patas por segmento, teniendo un total de 20 

pares de patas caminadoras y un par de patas terminales (PT; fig. 6A), lo que nos indica 

que se trata de miembros del orden Scolopendromorpha. Además, se aprecia la presencia 

de ocelos en la placa cefálica (Fig. 6B), así como de espiráculos de forma triangular (Fig. 

6C), característicos de la familia Scolopendridae (Cupul-Magaña, 2011). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Morfología externa de la especie Scolopendra polymorpha. A: posee un cuerpo aplanado, con 
un par de patas por cada segmento; se indican los pares de patas caminadoras  y el par de patas terminales 
(PT). B: se resalta la presencia de ocelos en la placa cefálica. C: espiráculos triangulares localizados 
lateralmente en algunos terguitos. 

B C 
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Tomando en cuenta la morfología de los especímenes, así como  mediciones 

morfométricas y la revisión bibliográfica realizadas antes y durante la estancia 

mencionada, se llegó a la conclusión de que los ciempiés colectados pertenecen a la 

especie Scolopendra polymorpha, descrita por Wood (Wood, 1865). 

Esta especie puede ser confundida con Scolopendra viridis, sin embargo es posible 

diferenciarlos debido a que en el último par de patas (patas terminales) S. polymorpha 

ostenta entre 4 a 12 procesos espinosos, generalmente 4, en el ápice de cada uno de los 

procesos prefemorales, a diferencia de S. viridis que comúnmente presenta 2 en cada uno. 

Otra peculiaridad que los diferencia, es que en S. polymorpha los segmentos séptimo a 

décimo segundo de las antenas están escasamente cubiertos de pelo áspero (hirsuto); 

mientras que en S. viridis, esto mismo se observa sólo que en los primeros cuatro a siete 

segmentos basales.  

Por otro lado, la talla de los ciempiés también es un factor que permite discernir entre S. 

viridis, que alcanza medidas máximas de longitud y anchura de 83 mm y 5 mm, 

respectivamente,  y S. polymorpha, que puede medir hasta 20 cm de longitud. Igualmente 

se descartó la presencia de Scolopendra heros, que también se encuentra en el país y 

alcanza un tamaño similar a S. polymorpha -si bien no se ha reportado en Morelos-, 

mediante la observación de la presencia (S. heros) de 2 suturas longitudinales en la placa 

cefálica, como se observa en la Fig. 7  (Cupul-Magaña 2011; Cupul-Magaña, 2009; Cupul-

Magaña, 2007; Shelley, 2002; Tay-Zavala, 1998; Monzón-Muñoz, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

Además de verificar la identidad de los ciempiés con que se trabaja, las colectas y la 

estancia realizada en el CUC, permitieron identificar 5 especies de ciempiés que no habían 

Figura 7. Suturas en la placa 
cefálica. A.  Se señalan con 
flechas las suturas en S. heros
(Cupul-Magaña, 2013).   B: placa 
cefálica sin suturas, S. 
polymorpha.  
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sido reportadas para el estado de Morelos (Atethobius mirabilis, A. scutiger, Newportia 

stolli, Rhysida longipes y Scolopocryptos mexicana), así como tres nuevas localidades para 

S. polymorpha (Yautepec, Emiliano Zapata y Cuernavaca) en Morelos, por lo que se elaboró 

un manuscrito con el nombre de "Nuevos registros de ciempiés (Myriapoda: Chilopoda) 

para Morelos, México”,  el cual fue publicado en diciembre de 2014 por la revista indizada 

Acta Zoológica Mexicana (nueva serie), como se muestra en la Fig. 8 (artículo completo en 

Apéndice A1). 

 

 

 

 

  

Figura 8.  Publicación sobre la distribución de ciempiés en el estado de Morelos. Se generó 
una nota científica publicada en la revista indizada Acta Zoológica Mexicana (nueva serie) en el 
mes de diciembre de 2014 (Apéndice A1). 
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II. Cromatografía de intercambio aniónico 

 

Se obtuvieron 12 fracciones a partir de  cromatografía de intercambio aniónico, como se 

muestra en la Fig. 9.  Posteriormente se desalinizaron, se cuantificaron por el método 

Lowry, se liofilizaron y se almacenaron en congelación.  

   

 

 

III. HPLC de fase reversa (HPLC-FR) 

 

La proteína se colectó manualmente cada 5 min; en la Fig. 10 se muestra el perfil 

cromatográfico obtenido con esta metodología. Se obtuvieron 12 fracciones, las cuales 

fueron cuantificadas (método Lowry), liofilizadas a sequedad y almacenadas en 

congelación hasta su uso posterior.       

 

 

Figura 9. Perfil cromatográfico del veneno de S. polymorpha. Intercambio aniónico (columna 

DEAE-sefarosa; gradiente: 0.02-1 M CH3COONH4; pH=4.7; 20 gotas/tubo; 220 µg de veneno). 
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Figura 10. Perfil de HPLC  de veneno de S. polymorpha. Se separaron 689 µg de VT en columna C18 
de fase reversa. Gradiente de 0% de A (TFA 0.12% en H2O) a 60% de B (TFA 0.1% en acetonitrilo). 
Tiempo de corrida de 60 min, con flujo de 1 ml/min.  Densidad óptica monitoreada a 230 y 280 nm. 
Colecta manual de fracciones cada 5 min; las fracciones se indican de F1 a F11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. Pruebas de daño a músculo con fracciones de 

intercambio aniónico 

Como se observa en la Fig. 11, el músculo en fresco teñido sin incubar con VT o fracciones 

conserva la organización normal de los fascículos (F), constituidos por fibras musculares 

individuales (f),  de forma poligonal y con núcleos en posición periférica. En los cortes 

mostrados, sin embargo, no se aprecian con facilidad los núcleos de las fibras musculares, 

que deberían mostrarse de un tono azul oscuro.  
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Figura 11. Músculo esquelético en condiciones control. Se observa un corte transversal de músculo 
esquelético de ratón en el que se aprecia la arquitectura normal de los fascículos (F) y se señalan las 
fibras musculares (f) y algunos núcleos (n) en la periferia de las fibras. A:  aumento 100x, tinción HyE.  
B: aumento 400x. Tinción  HyE.  
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Después de obtener los cortes histológicos control, se procedió a incubar por 15 min con 

5 g  de VT o fracciones y con agua destilada como control negativo.  

En la Fig. 12 se presentan cortes representativos de esta condición experimental. Es 

notorio que, en los cortes incubados con el control (Fig. 12A), observamos una 

arquitectura muy bien conservada, de modo similar a lo observado en la Fig. 10, es decir, 

al músculo procesado sin veneno o fracciones. Sin embargo, en los cortes incubados con 

VT se distingue la presencia de vacuolas en el interior de las fibras musculares, indicio de 

daño. La formación de vacuolas se observó también al incubar con las fracciones F1, F2 y 

de modo más discreto con F3.  Además, se aprecia que las fibras musculares están más 

separadas entre sí, llegando incluso a ser difícil distinguir la estructura de los fascículos 

(VT y F1). 

La Figura 12B muestra cortes incubados por 30 min con VT y algunas fracciones. En 

condiciones control, se observa un alto grado de conservación de la estructura normal del 

músculo. Se vio la formación de vacuolas en el caso de la fracción F9 y en menor grado   

F11. Al incubar con VT, no se observó el mismo grado de alteraciones que en el caso de 

incubación con VT por 15 min. Es interesante que nuevamente se aprecia un mayor grado 

de separación entre las fibras musculares al incubar con VT y con las fracciones F9 y F12. 

En la Figura 12C se presentan los resultados de la incubación de cortes de músculo 

esquelético incubados por 45 min con VT y con fracciones. Bajo las condiciones control, el 

tejido conserva una organización similar al control sin incubar (fig. 11). Al incubar con VT 

y con las fracciones F2, F3, F8, F9, F11 y F12 se presentó el fenómeno de vacuolización 

aparente en el interior de las fibras musculares, si bien puede ser causado por exposición 

a solución salina.  
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Figura 12. Cortes de músculo esquelético de ratón.  

A) Cortes incubados por 15 min con H2O y VT como control, o con algunas fracciones obtenidas por intercambio aniónico. Cortes 

transversales de 6 µm de grosor. Tinción HyE. Aumento: 400x. * = espacios aumentados entre las fibras. = aparentes vacuolas 

dentro de las fibras musculares. 
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B) Cortes incubados por 30 min con H2O y VT como control, o con algunas fracciones obtenidas por intercambio aniónico. Cortes transversales 

de 6 µm de grosor.Tinción HyE. Aumento: 400x. * = espacios aumentados entre las fibras. = aparentes vacuolas dentro de las fibras musculares. 
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C) Cortes incubados por 45 min con H2O y VT como control, o con algunas fracciones obtenidas por intercambio aniónico. Cortes transversales de 

6 µm de grosor. Tinción HyE. Aumento: 400x. * = espacios aumentados entre las fibras. = aparentes vacuolas dentro de las fibras musculares. 
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V. Pruebas de daño a músculo con fracciones de HPLC-FR 

i. Determinación de actividad CK 

La Fig. 13 muestra los resultados de la determinación de la actividad CK. Esta se mantuvo 

en niveles bajos en las muestras tomadas al tiempo 0 min, y no se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos, lo que era de esperarse considerando que a ese 

tiempo no se habían administrado ni los venenos ni las fracciones. En las mediciones 

correspondientes a 15 min, encontramos que al incubar con SS y CS, la actividad se 

mantiene baja, mientras que con SP y las fracciones hubo un aumento, que fue 

significativamente diferente de los controles SS y CS. La fracción F6 fue la que produjo el 

aumento más notorio, seguida de la F7. Para el minuto 45 después de agregar los venenos, 

observamos que la fracción F7 es la que produjo mayor actividad de CK, y F6 le siguió. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Actividad CK in vitro. Se realizaron mediciones al tiempo 0 min, antes de exponer el 
músculo a los controles y las fracciones de veneno. SS= solución salina; CS= veneno total de C. durissus; 
SP= veneno total de S. polymorpha; F4-F8= fracciones obtenidas por HPLC de fase reversa. Se muestra 
la media ± SEM. Los asteriscos representan diferencia significativa (p˂0.05) entre grupos homogéneos 
según el análisis estadístico. 
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ii. Tinciones estructurales 

 

En la Fig. 14A se muestran microfotografías de algunos cortes teñidos con HyE. 

Encontramos que SS no altera la arquitectura muscular, ya que se distingue con claridad 

la estructura fascicular, así como la posición periférica de los núcleos. El veneno CS parece 

afectar ligeramente la arquitectura tisular, con zonas de necrosis e inflamación. En las 

muestras expuestas a SP, se observan también áreas donde la estructura fascicular es 

reconocible, la mayoría de los núcleos se encuentran en posición periférica, si bien se 

señala un núcleo en posición central; también encontramos zonas de inflamación y 

necrosis. 

 

 En el tejido incubado con F4 observamos también zonas de inflamación, la cual se muestra 

de manera particular en el tercer corte de orientación longitudinal; hay indicios de 

necrosis y se señalan algunas fibras hipertróficas. Al exponer a F6, encontramos zonas de 

inflamación principalmente. En el caso de tejido incubado con F7 también es notoria la 

inflamación, algunos indicios de necrosis y la presencia aparente de fibras en fusión. 

Finalmente, en el tejido expuesto a la fracción F8, hallamos evidencia de internalización 

nuclear.  

En la Fig. 14B se muestran los resultados de la tinción con la técnica de tricrómico 

modificado de Gomori, que permite identificar algunas alteraciones morfológicas de las 

mitocondrias, como la presencia de fibras rojas rasgadas (FRR). Es interesante que se 

encontraron algunas FRR en los tejidos incubados con VT y fracciones, pero no con el 

control negativo (SS).  

Llevamos a cabo una cuantificación de las FRR por campo, en un total de 9 campos por 

tratamiento y aplicamos un análisis estadístico (ANOVA), el cual mostró diferencias 

significativas (p˂0.05) entre las muestras expuestas tanto a SP como a las fracciones F4, F6 

y F7, y al control negativo, SS;  en el caso de F8 no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 14. Cortes de músculo incubado con fracciones de HPLC-FR.  

A) Cortes de músculo esquelético tratado con SS  y VT como control, con CS y con algunas fracciones 

obtenidas por HPLC-RP. Cortes transversales de 7 µm de grosor. Tinción HyE. Aumento: 400x. 
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B) Cortes de músculo esquelético tratado con SSP y VT como control, y con algunas fracciones obtenidas por HPLC-RP. Cortes transversales de 7 

µm de grosor. Tinción tricrómico modificado de Gomori. Aumento: 400x.  

FRR= Fibras Rasgadas Rojas 



 

33 
 

FI= fibras con 
inclusiones 
am= acúmulos 
mitocondriales 
= Nervio 
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iii. Pruebas de daño mitocondrial 

Se midieron las reacciones enzimáticas de NADH y COX, a fin de evaluar la actividad 

mitocondrial de los complejos I y IV de la cadena respiratoria en los músculos expuestos a 

los venenos y fracciones. Estas reacciones se basan en la formación de un producto 

insoluble, visible al microscopio óptico (Moreno León, 2016;  Rosero-Salazar et al, 2014; 

Sargaiyan et al, 2014). 

La Figura 15A muestra los resultados correspondientes a la reacción de NADH. Esta 

técnica evalúa la actividad NADH de manera indirecta, por la reducción del nitroazul de 

tetrazolio (NBT) a formazán (NBT-), un compuesto de azul muy intenso; de este modo es 

posible identificar a las fibras tipo I, altamente oxidativas y ricas en mitocondrias 

(acúmulos mitocondriales, am), adquieren un tono azul oscuro, y las fibras tipo II que se 

tiñen de tonos azules más claros, como se señala en el panel correspondiente al tejido 

incubado con SS. En cuanto al músculo expuesto a CS, se señalan fibras tipo I con refuerzo 

sarcolémico (rs), y algunas con acúmulos mitocondriales (am). Este fenómeno (rs) lo 

observamos también en tejido incubado con SP, F4, F6, F7 y F8. En F6 pudimos comprobar 

la presencia de fibras con inclusiones, identificadas con la tinción T-G, además de que se 

distinguen algunas zonas con ausencia de reacción (ar).  

En la figura 15B se muestra la reacción de la citocromo C oxidasa (COX). En esta prueba, 

se forma un precipitado color marrón en el sarcoplasma, debido a la oxidación del 

colorante diaminobencidina (DAB) por acción de la COX mitocondrial. Las fibras tipo I se 

observan en café oscuro y las tipo II en tonos más claros, como se muestra en el panel 

correspondiente al tejido expuesto al control negativo (SS); incubando con CS se 

distinguen los tipos de fibras y se distinguen pequeñas zonas de ausencia de reacción (ar) 

en algunas fibras tipo II, también se señala una fibra fantasma o negativa (*). Como se 

puede observar, también se encontraron fibras negativas en el tejido incubado con SP, F4 

y F7.  Con F8 se observan cambios mínimos en el tejido. 

La prueba de ATPasa miosínica permite evaluar la distribución de las fibras según la 

rapidez de contracción (lentas o rápidas) aún en aquellas con atrofia selectiva y de manera 

independiente de la edad del individuo. El método para evaluar la ATPasa se basa en la 

formación de sulfuro de cobalto (CoS), un precipitado negro. A pH 9.4, las fibras tipo I se 

ven en tonos claros y las tipo II son más oscuras, como se observa en la figura 15C (Moreno-

León, 2016; Rosero-Salazar et al, 2014).  
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Figura 15. Reacciones enzimáticas en músculo expuesto a veneno.  

A.  Reacción de NADH. Cortes de EDL tratado con SS, CS y SP como control, y con algunas  

fracciones obtenidas por HPLC-RP. Cortes transversales de 7 µm de grosor. Aumento: 400x. 
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B. Reacción de COX. Cortes de EDL tratado con SS, CS y SP como control, y con algunas 

fracciones obtenidas por HPLC-RP. Cortes transversales de 7 µm de grosor. 

Aumento: 100x (primera fila de microfotografías) y 400x.  
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C. Reacción de ATPasa miosínica. Cortes de EDL tratado con SS, CS y SP como control, y 

con algunas fracciones obtenidas por HPLC-RP. Cortes transversales de 7 µm de grosor. 

Aumento: 100x (primera fila de microfotografías) y 400x. 
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i. Cuantificación de la actividad enzimática NADH 

 

En la figura 16 se muestran resultados de la cuantificación de actividad NADH en el 

músculo expuesto al veneno y sus fracciones, realizada con el software FIJI (Schindelin, et 

al, 2012). En el panel A se muestra la reacción enzimática en una muestra control, en la 

que se observa la coloración azul debida a la formación de azul de formazán y en el panel 

B se muestra el resultado de la cuantificación mediante el software: las áreas marcadas en 

rojo corresponden a las áreas donde el azul de formazán fue más intenso.  Se tomaron en 

cuenta 9 campos por cada muestra de tejido (27 campos por tratamiento) y se calculó el 

porcentaje de área del campo marcada en azul oscuro -las zonas con mayor actividad 

mitocondrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de dicha cuantificación se muestran en la figura 17.  Debido a que en todas 

las fibras musculares existe actividad mitocondrial –y por lo tanto actividad NADH-, 

considerando además que entre las fibras tipo II encontramos las llamadas “fibras azules”, 

al graficar el porcentaje de área teñida encontramos que esta es significativamente menor 

en los cortes expuestos a F6, F7 y F8 (**), mientras que con VT parece que no hay 

diferencia al comparar con el área teñida al incubar con control negativo –lo cual puede 

ser un enmascaramiento debido a la presencia de las fibras azules-.  

 

 

 

A              B 

Figura 16. Cuantificación de 
actividad NADH con software 
FIJI. A) Microfotografía de 
actividad enzimática NADH. B) 
Microfotografía procesada en 
FIJI para resaltar las áreas de 
actividad enzimática. Aumento: 
40x. 
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Figura 17. Porcentaje de área de actividad NADH.  Se muestran los porcentajes de áreas de 
actividad NADH, cuantificados mediante el software FIJI. Valores de la prueba exacta de Fisher, * p= 
0.0465 para F6, p =0.002 para F7;   **p< 0.00001 para F8. 

 

 

 

VI. Búsqueda del agente miotóxico 

 

i. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por intercambio aniónico y 

por HPLC 

 

 

Como se observa en la Fig. 18, al comparar el perfil electroforético del VT y de la fracción 

2 (F2, carril 5), son muy parecidos, por lo que se han realizado nuevas separaciones 

cromatográficas y  se prepararon nuevos geles SDS-PAGE, con resultados similares al gel 

mostrado. 
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Debido a los resultados obtenidos con la electroforesis de las fracciones de intercambio 

aniónico, se optó por otra vía de separación del VT: HPLC-FR, de modo que también se 

obtuvo el perfil electroforético de las fracciones que fueron obtenidas mediante esta 

cromatografía.  

 

Se tomaron 10 µg de cada una de las fracciones y se separaron en gel de poliacrilamida al 

12%.  Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie. En la Fig. 19 se muestra el perfil 

electroforético de dichas fracciones. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas por HPLC de fase reversa.  
A) Perfil de las fracciones F1 a F6. Carril 1: Marcadores de peso molecular. Carril 3: VT. Carriles 4 a 

9: fracciones F1 a F6.  Se indican a la izquierda los pesos moleculares, en kDa, de los marcadores 

empleados. Gel teñido con azul de Coomassie.  

B) Perfil de las fracciones F6  a F12. Carril 2: Marcadores de peso molecular. Carril 3: VT. Carriles 4 

a 9: fracciones F7 a F12. Se indican a la izquierda los pesos moleculares, en kDa, de los 

marcadores empleados. Gel teñido con azul de Coomassie. 

  

A B 

Figura 18.  Perfil electroforético 
de VT y fracciones. Gel al 12% de 
acrilamida; carril 1: marcadores de 
peso molecular (MPM); carril 3: 7 
g de VT; carriles 4-10: fracciones 
obtenidas por intercambio 
aniónico. Se indica en el extremo 
izquierdo el peso en kDa de los 
marcadores utilizados. 
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ii. Obtención de componentes proteínicos por electroforesis-

electroelución 

 

Se obtuvo VT por estimulación mecánica de las forcípulas para luego ser cuantificado por 

el método Lowry. Posteriormente se separaron 2.8 mg de VT en HPLC de fase reversa con 

el objetivo de obtener a F6 y medir actividad CK de las bandas contenidas en dicha 

fracción; sin embargo, se produjo una degradación de la fracción, lo cual impidió continuar 

con las pruebas.  

 

Debido a lo anterior se procedió a separar el VT en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 

16% de acrilamida, para obtener las bandas correspondientes a los pesos de 9, 10, 14, 31, 

42 y 56 kDa, correspondientes a los pesos de las bandas observadas en la fracción F6 

obtenida por HPLC de fase reversa (Fig. 20).  

 

Se realizó el corte de las bandas mencionadas y se 

llevaron a electroelución con el objetivo de separar la 

proteína del gel de acrilamida. Las bandas se colocaron 

dentro de membranas permeables y se dializaron 

durante 2 hr a 4°C y en agitación constante.  

 

 

 

 

Figura 20. Bandas sometidas a electroelución. Se señalan con 
flechas ()  las bandas cortadas. Carril 1: marcadores de peso 
molecular (MPM). Carril 3: VT. Gel al 16% de poliacrilamida 
teñido con azul de Coomassie. 
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iii. Actividad miotóxica in vitro de componentes individuales 

 

Se tomaron muestras de sobrenadante del experimento de miotoxicidad in vitro, antes de 

agregar el veneno de S.polymorpha (SP),  veneno de Crotalus durissus (CS), solución salina 

(SS) como controles, y  las bandas de  10, 14, 31, 42 y 56 kDa,  a un tiempo= 0 min, y a los 

minutos 15 y 45, mientras el tejido seguía en incubación y burbujeo constante.  

Como se muestra en la figura 21, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos 

en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, al comparar las mediciones del tiempo 

45 min con el tiempo 0 min, se observó una tendencia a aumentar la actividad de CK, 

mientras que la actividad medida al tiempo 15 min se mantuvo baja, a los niveles del 

tiempo 0 min, es decir previo a la administración del VT y de las bandas probadas. 

 

Figura 21. Actividad CK in vitro 
de bandas “individuales. Se 
realizaron mediciones al tiempo 
0 min, antes de exponer el 
músculo a los controles y las 
fracciones de veneno. SS= 
solución salina; SP= veneno total 
de S.polymorpha; bandas de 9,10, 
14, 31, 42 y 56 kDa. Se muestra la 
media ± SEM. Los asteriscos 
representan diferencia 
significativa (p˂0.05) entre 
grupos homogéneos según el 
análisis estadístico. 

 

 

Puesto que no identificamos diferencias significativas entre los tratamientos con las 

bandas individuales, se realizó una nueva separación de VT en gel de poliacrilamida al 16% 

para cortar las bandas de 10 y 42 kDa para probarlas en conjunto y determinar si la 

actividad miotóxica requiere de la presencia de la hialuronidasa de 42 kDa; se eligió la 

banda de 10 kDa ya que fue la que produjo mayor  actividad CK a los 45 min de incubación, 

después del VT. Sin embargo, no se logró obtener cantidades suficientes para realizar 

estas pruebas. 

 

 



 

43 
 

DISCUSIÓN 

Como se mencionó en el apartado de antecedentes, se ha reportado que el veneno de los 

ciempiés del género Scolopendra contiene una mezcla de toxinas con actividad 

fosfolipasa A2, hialuronidasas, miotoxinas, entre otras, por lo que estos resultados 

concuerdan con  reportes de formación de vacuolas y degradación de músculo esquelético 

en ratones tras la administración i.m. de veneno de Apis mellifera, que se sabe está 

compuesto por una mezcla de componentes como la melitina, fosfolipasas A2, apamina y 

hialuronidasas (El-kik, et al., 2013).  De modo similar, al exponer músculo  de pollo a una 

miotoxina (acanmiotoxina-1) con actividad fosfolipasa A2 de la serpiente Acanthophis 

rugosus se documenta su vacuolización  (Wickramaratna, et al., 2003).  

Se ha demostrado que el veneno de varios animales puede producir daño al tejido 

muscular. En el caso de las serpientes, por ejemplo, este daño se puede presentar por el 

efecto de 2 tipos de componentes: metaloproteasas y  fosfolipasas tipo A2, PLA2 (Fuly et 

al, 2000; De Oliveira et al, 2003; Sieb y Gillessen, 2003).  

De igual modo, se ha reportado la presencia de ambos tipos de enzimas en el veneno de 

escolopendras (Mohamed et al, 1983; Malta et al, 2008; González et al, 2009). 

Específicamente en el caso de S. polymorpha se logró caracterizar una PLA2, llamada 

Scol/pla (González et al, 2009), empleando condiciones de separación que utilizamos 

como  modelo; debido a diferencias en cuanto al tiempo de retención y resolución entre 

el perfil reportado por González et al (2009) y los perfiles obtenidos en este trabajo, surge 

la necesidad de realizar pruebas de actividad fosfolipasa con las fracciones F4 y F6 

obtenidas por RP-HPLC,  que nos pueden aportar información valiosa en la caracterización 

de los componentes responsables de alteraciones musculares. 

La CK es una proteína que se encuentra en músculo cardiaco y esquelético. Sus niveles 

séricos se usan como un indicador de daño muscular en ratones; se miden en suero 

asumiendo que niveles sanguíneos altos de CK representan un daño al músculo, o 

fragilidad de la membrana sarcolémica (Nagaraju y Gordish, 2008). 

Fuly y colaboradores (2000) realizaron estudios de miotoxicidad, empleando técnicas 

histológicas y pruebas de actividad CK, para evaluar una PLA2 aislada del veneno de la 

serpiente Lachesis muta, encontrando que la liberación de CK por efecto de la toxina 
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mostraba una dependencia de la dosis empleada, y que sus efectos eran más pronunciados 

2 hr después de ser aplicada; en trabajos previos (Tabullo, 2012) hemos observado que el 

VT de S. polymorpha ejerce los efectos más notorios tras 45 min de ser aplicado, no 

obstante antes de realizar las pruebas de liberación de CK con VT y fracciones, realizamos 

un experimento de actividad CK utilizando solo VT y SSP a 0, 45 y 120 min después de 

añadirlos al músculo EDL,  encontrando que la liberación máxima se produce a los 45 min 

y tras 120 min la actividad se ve reducida prácticamente al nivel inicial, por lo que 

decidimos realizar las mediciones a tiempos 0, 15 y 45 min.  

En otro estudio, realizado por De Oliveira y otros (2003), se probó también la actividad de 

una PLA2 básica del veneno de la serpiente Bothrops jararacussu; sus resultados muestran 

alteraciones en el músculo EDL que incluyen también signos de edema, fibras musculares 

de aspecto redondeado (fibras abalonadas, como las que encontramos tras incubar con 

VT y F6). Del mismo modo, en el estudio de Fuly y colaboradores (2008) se detectó la 

presencia de este tipo de fibras redondeadas; en ambos casos se atribuye a las PLA2 ese 

tipo de alteración muscular. Considerando estas evidencias, se fortalece la necesidad de 

realizar la prueba de actividad fosfolipasa a las fracciones F4 y F6. 

Debido a la poca abundancia de las fracciones F4, F6 y a algunas dificultades en el proceso 

de corte del músculo, los resultados de la histoquímica son principalmente cualitativos, 

pero en cierto modo se complementan con los resultados de las determinaciones de 

actividad CK. Es decir, al observar los cortes teñidos, parece ser que los más alterados son 

los incubados con la fracción F6 y F4, mientras que los incubados con SSP y F8 se muestran 

más conservados. En el caso de las incubaciones con F4, también muestra alteraciones 

interesantes, como la presencia de fibras necrosadas. Y en la gráfica de la actividad CK, 

podemos apreciar que efectivamente, la incubación con SSP y F8 tiene efectos muy 

parecidos en cuanto a producir una baja liberación de CK, cuya liberación es un indicador 

de daño muscular (Nagaraju y Gordish, 2008).  

Asimismo, los valores más altos de la actividad enzimática se encontraron al incubar 

precisamente con F6, mientras que VT produce niveles un poco más bajos, pero más altos 

que los suscitados por SSP.  Y las fracciones F6 y F7 –no evaluada histológicamente-, 

produjeron niveles similares a los de VT.  
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CONCLUSIONES  

 Se verificó que los especímenes de ciempiés colectados y cuyo veneno se usó en la 

presente investigación pertenecen a la especie S. polymorpha. 

 

 El empleo de HPLC-FR permitió una mejor separación de los componentes de veneno 

de S. polymorpha para efectuar el estudio de sus propiedades miotóxicas, en contraste 

con la cromatografía de intercambio aniónico. 

 

 Se identificaron tres fracciones obtenidas por HPL-FR con actividad miotóxica in vitro: 

fracciones F4, F6 y F7. 

 

 Tanto el veneno completo como las fracciones F4, F6 y F7 causan efectos miotóxicos 

identificables tras un corto periodo de exposición (45 min). 

 

 El daño producido por el veneno y las fracciones F4, F6 y F7 incluyen pérdida de la 

organización fascicular del núcleo, signos de inflamación y necrosis, así como también 

señales de daño a la cadena respiratoria mitocondrial. 
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APÉNDICES 

A1. Publicación en Acta Zoológica Mexicana (nueva serie) 
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A2. Nuevo registro de Otostigmus pradoiii para México 
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A3. Preparación de la columna de intercambio aniónico 

1. Se forma  un tapón de fibra de vidrio en la base de la columna y se procede a llenarla 

con la resina (DEAE-Sepharose, Sigma Aldrich), hasta lograr un volumen de 10 ml,  a 

4°C. 

2.  Se enjuaga con agua destilada la columna, aproximadamente con 100 ml, para 

eliminar el etanol en que está disuelta la resina originalmente. 

3.  Se activa la columna  agregando 100 µℓ de HCl 1N, seguidos de 100 ml de agua 

destilada, 100 µℓ de NaOH 1M y 100 ml de agua destilada para enjuagar. 

 Se equilibra agregando buffer de CH3COONH4 20 mM, aproximadamente 50 ml, hasta 

que el filtrado tenga un pH de 4.7 (Gutiérrez, et al., 2003). 

 

A4. Conservación en frío de músculo esquelético 

1. Se enfría isopentano (C5H12) colocándolo en baño maría con nitrógeno líquido (N2), 

hasta que adquiera un aspecto denso y aparezcan manchas blancuzcas. 

2. Se colocan los fragmentos de músculo sobre porciones de corcho, orientados de modo 

vertical, empleando goma de tragacanto como adhesivo. 

3. Se sumergen las muestras en el isopentano, agitando constantemente por 2 minutos. 

4. El tejido congelado puede ser procesado en el criotomo o ser  almacenado para uso 

posterior (protocolo adaptado por F. Fernández Valverde, en el Laboratorio de Patología 

Experimental, INNyN). 

 

A5. Tinción HyE para cortes crioconservados 

Reactivos: hemateína, eosina, etanol de 96° y 100°, solución etanol-xilol (1:1), xilol, H2O. 

Procedimiento: 

1. Se colocan las laminillas en una canastilla de tinción y se sumergen por 14 min en 

hemateína. 

2.  Se hace un enjuague en agua corriente. 

3.  Se sumerge la canastilla por 5 min en eosina. 

4.  Se hace un enjuague en agua corriente. 

5.  Se sumergen por 3 minutos en:  

a. Etanol de 96°, 2 veces 

b. Etanol de 100°, 2 veces 
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c. Etanol-Xilol (1:1) 

d. Xilol. 2 veces.  

6. Se hace el  montaje con resina. 

Resultados: los componentes acídicos se tiñen de azul a morado, y los componentes de 

carácter básico se tiñen en tonos rojizos. Las fibras musculares se tiñen de rojo-rosa, el 

tejido conectivo se observa en rosa claro, mientras que los núcleos celulares, el infiltrado 

inflamatorio y tejido nervioso aparecen azul-morado. 

Aplicación: Permite evaluar forma y tamaño de las fibras, presencia de necrosis, atrofias, 

hipertrofias, inclusiones citoplasmáticas, infiltrados inflamatorios. 

A6. Tinción tricrómico modificado de Gomori (TG) 

Reactivos: hematoxilina de Harris, colorante TG, agua acidificada (CH3COOH al 1%), agua. 

Procedimiento: 

1. Se colocan los cortes crioconservados en una canastilla de tinción y se sumergen por 10 min en 

hematoxilina. 

2. Se hace un enjuague en agua corriente. 

3. Se sumerge la canastilla por 35 min en colorante TG. 

4. Se hacen 3 enjuagues en agua acidificada. 

5. Se deshidratan los cubreobjetos en alcoholes y xilol (ver paso 5 de tinción HyE). 

6. Se montan laminillas con resina. 

Resultados: El tejido conectivo se tiñe de verde; los núcleos se observan morado o negro; permite 

evaluar la estructura del tejido nervioso.  

Aplicación: Tinción ideal para identificar fibras rojas rasgadas (protocolo adaptado por F. 

Fernández Valverde, en el Laboratorio de Patología Experimental, INNyN). 

 

A7. Tinción de NADH (enzimática) 

Reactivos:  

a) Buffer de fosfatos 0.2 M, a pH= 7.4, con fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4) y fosfato de 

sodio dibásico (Na2HPO4) a 0.2 M.  

b) Medio de incubación, que contiene: 4 ml de H2O destilada, 4 mg de nitroazul de tetrazolio 

(NBT por sus siglas en inglés), 10 mg de difosfopiridina nucleótido reducido (DPN+ o NADH) 

y 6 ml del buffer de fosfatos 0.2 M. 

Nota: se deben usar guantes al manejar los reactivos y preparar las soluciones. 
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Procedimiento: 

1. Se disuelven el NBT y NADH en el agua y después se agrega el buffer. La preparación de las 

soluciones y el manejo de los reactivos se deben realizar con guantes. 

2. Se incuban los cortes crioconservados en el medio preparado por 30 min a temperatura 

ambiente. 

3. Se realiza un enjuague con agua destilada. 

4. Se realiza el montaje con gelatina-glicerina y se colocan las laminillas en la estufa para que se 

distribuya perfectamente la gelatina y no queden burbujas entre los cortes. 

Resultados: Las fibras tipo I (con alta actividad) se tiñen de azul oscuro y las fibras tipo II aparecen 

más claras.  

Aplicación: Evaluar la enzima mitocondrial, que se puede ver afectada cuando hay daño al músculo. 

La presencia de fibras negativas indica alteraciones en el complejo I de la cadena respiratoria 

(protocolo adaptado por F. Fernández Valverde, en el Laboratorio de Patología Experimental, 

INNyN).. 

 

A8. Tinción de COX (enzimática) 

Reactivos:  

a) Medio de incubación. 10 ml de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 7.4), 10 mg de diaminobencidina 

(DAB, cromógeno) y 10 mg de citocromo C (sustrato). 

Procedimiento: 

1. Se prepara el medio de incubación a temperatura ambiente y se filtra antes de usarse. 

2. Se colocan los cortes crioconservados en un koplin y se introducen en la estufa a 37°C por 4 hr 

en el medio de incubación 

3. Se montan las laminillas con gelatina-glicerina. 

Resultados: Las fibras tipo I se tiñen de un café oscuro (alta capacidad metabólica oxidativa), 

mientras que las fibras tipo II adquieren un tono más claro (mayor capacidad para metabolismo 

anaeróbico). 

Aplicación: permite evaluar la actividad mitocondrial (marrón) y alteraciones metabólicas por 

ausencia del complejo IV de la respiración mitocondrial (reacción negativa) (protocolo adaptado 

por F. Fernández Valverde, en el Laboratorio de Patología Experimental, INNyN). 
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A9. Tinción ATPasa miosínica (enzimática) 

Soluciones: 

a) Cloruro de calcio (CaCl2) al 2% en agua. 

b) Cloruro de cobalto (CoCl2) al 2% en agua. 

c) Solución “A”: 2.42 gr de TRIS en 100 ml de agua. 

d) Solución “B”: 1.7 ml de HCl concentrado en 100 ml de agua. 

e) Buffer TRIS-HCl: 50 ml de solución A, 4 gr de CaCl2, 5 ml de solución B y 145 ml de agua. 

f) Solución TRIS-HCl-CaCl2: 100 mg de ATP, 10 ml de solución TRIS-HCl, a pH 9.4 

Procedimiento: 

1. Se colocan los cortes crioconservados en un koplin con solución A, 10 min a temperatura 

ambiente y se enjuagan con agua destilada 

2. Se incuban por 40 min a 37°C en solución con TRIS-HCl-CaCl2 

3. Se enjuaga en  agua destilada por 3 min 

4. Se incuba 3 min  en CaCl2 

5. Se incuba 3 min  en CoCl2 

6. Se realizan 3 lavados con agua destilada 

7. Se colocan los cortes en una canastilla de tinción metálica, en agua, y se añaden de 3 a 5 gotas 

de sulfuro de amonio [(NH4)2S] 

8. Se agita y enjuaga nuevamente con agua 

9. Se montan las laminillas con gelatina-glicerina. 

Resultados: Fibras tipo I aparecen claras y las fibras tipo II se observan oscuras. Fibras necróticas 

producen reacción negativa. 

Aplicación: Facilita evaluación de tamaño, distribución y número de fibras tipo I y II, pues se 

mantiene aún en fibras atróficas y es independiente de la edad, estado de actividad y 

nutricional del individuo (protocolo adaptado por F. Fernández Valverde, en el Laboratorio 

de Patología Experimental, INNyN).. 
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116 �����������������������������������������������������������������������������������

117 ������������������������������������������������������������������������������

118 ����� ����� ��������� �������������� ��������� ��� ���������� ��� �� ��������� ������������

119 �����������������������������������������������
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120 ��������������������

121 ����� ���� ���������� ��� ��������� ��� ��������� ��������� ������������ �� �����������

122 ����������������������������������������������������������������������������������

123 ������������������� ��� ��������� ���������� ������ ��������� ��� ������ ���������

124 ����������������������������������������������������������������������������������

125 ��������������������������������������������������������������������������������(α���������

126 ��������������������������������������������������������������

127 �������

128 �������������������

129 ���������������������������������������������������������������������������������

130 ���� ��������� ���������� ���� ���� ���� ���� ��� ���� �������� ��� ������ ��������� �������� ����

131 ����������������������������������������������������������������������������������

132 ����������������������������������������������������������������������������������

133 ��������������������

134 ��������������������������������������������������������������������������������������

135 ����� ������ ��� ��� ���������� ��� ������ ������� �������� ������ ��� ���� ���� ������ ��

136 ������������ ��������� �������� ���� ��������� ��� ���� ���� ���������� ������� �������

137 �������������� ������������ ������������ ����� ��� �������� ������� ����������� ������ ���

138 ������������� ������� ����������� ���� �������� ����� ����� �������� ����� ���� �����������

139 ��������������������������������������������������������������������������������������

140 ��������������������������������������������������������������������������������������

141 ��������������������������������������������������������������������������������������

142 ��������������������
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143 ������������������������������������������������������������������������

144 �����������������

145 ����������������������

146 ������������������������������������������� �������� ����������������������������������

147 ������ ��� ��������� ���� ������������� ��� ������� �������� ��� ��� ����������� ������

148 ����������������������������������������������������������������������������������

149 ����������������������������������������������������������������������������������

150 ���������������������������������������������������������������������������������������

151 ���������� ��� ���������� �������� ���� ������������� ��������� ������� ����������� ������

152 ���������� ������� ������������� ��� ������� ���������� ��� �������� ������� ������ ��� ����

153 �������������������������������������������������

154 ��� ����������� ���� ������� ��� ���� ���� ������ ��� �� ������ ��� �� ������� ���� ����������� ��

155 ������������ ��������� �������� ������� ������������ ������������ �������� ��������

156 �������� ��� ����������� ��������������������� ������������������������������ ����

157 ��������������������������������������������������������������������������������������

158 ������������������������������������������������������������������������������������

159 ������������

160

161 ������������������������������������������������������������������������

162 ����������������������������������������������������������������������������������

163 �������������������������������������������������������������������������������������

164 �����������������������������������������������������������������������������������������

165 ������ ���� �������� �������� ��� ��� ������ ��������� ����� ��� ������ ��������� ���� ��������� ���

166 ������ ������� ������� ���� ����� ���� ���� ����������� ����� ����� ������� �����������

167 �������������� ���������� �������� �������������� ����������� ��������� ����� ������ ���
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168 ������������������������������������������������������������������������������������

169 ������ ��� ��������� ����� ���� ����������� ��� �������� ������ ���� ����������� �����

170 ����������� ��� ������ ����������� ������ ���� ��� ���� ��� ������� ���� ������ ��������

171 ���������� ����� �� ��������� �������� ���� ����� ����������� ��� ���� ��������� ��� ������

172 ���������������������������������������� ������������������������������������������

173 ��������� ������������������������ �������������������� ��������� ����������� ��� ���������

174 ����� ��� ���������� �������� ������� ������� ��� ����� ��������� ���� ����� ��� ��������� ���

175 ��������������������������������������������������������������������������

176 ����������

177 ����������������������������������������������������������������������������������

178 ��������������������������������������������������������������������������������������������

179 ������ ������������� ��� ������� ��� ��������� �������� ����� ��� ���������� ����������

180 ��������������������������������������������������������������������������������

181 ��� ��������� ������� ��� ���������� ���� ��������� ������� ��� ��� ������ ��� ����� �������

182 �����������������������������������������������������������������������������������������

183 �����������

184 �������������������������������������������������������������������������������

185 ������� ������� ���� ������ �������� ��� ���� ������������� ��� ��������� ��������������

186 ����������������� ���������������������������������������������������������������

187 ����������������������������������������������������������������������������������������

188 ����������������������������������������������������������������������������������������

189 �������������������������������������������������������������������������������

190 ������ ���������� ��� ��� ������� ��������� ����� ������� ��� ��������� ������� ������� ������

191 �������� ������ ����� ����� ������� ������� ��������� ��� ���� ������������� ��������� ����
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192 �������� ����� ���� ��������� �������� ���� �� ������������ ��� ��� ����������� ��������

193 ��������� ���������� ������ ��� ����� ����� ������ ����� ���� ������ ��� ������ �������������

194 �������� ������� ������� ���������� ���� ������������� ���������� ������ ����������� ����� ����

195 ���������� �������� ��� �������� ������������������ ��������������� ���� ��������������

196 ������������������� ������ ����������������� ����� ����������� ������������ �������� ���

197 ���������������������������������������������������������������������������������������

198 ����� ���� ������� ���� ������ ������������� ���� ������������� ���������� ��� ��� ���� ������

199 �������������������������������������������������������������������������������������

200 ��� ��� ���� ������� ��� ���������� �������� ��� ����� ����� ���� ���������� ��� ���� �������

201 ����������� ��������� ��������� ����������� � �� �������� ���� ����������������������� ���� � �����

202 �������������������� ����������� ����������������������������������������������������������

203 ��� �������� ����� ��� �������� ����� ���� ������� ��������� ��� ��� ��������� ���� ����� ���

204 ����������������������������� ������������������������������������������������������������

205 ������������������������������������������������������������������������������������������������

206 ���������� ��� ������ ���� ����������� ���� �������� ��� ���� ������� �������������� �����

207 ���������������������������������������������������� ��������������������������������������

208 ������������������������������������������������������������������������������������

209 ��������������������������������������������������������������������������������������

210 ������� �������������� ���������� ���� ����� ��� ������� ���������� ���� ��� ������� ���������

211 �����������������������������������������������������������������������������������������

212 ����������������������������������������������������������������������������������������

213 ������� ���� ������� ������ �������� ����� ���������� ������ �������� ������������ ������

214 �������������������������������������������������������������������������������������

215 �����������
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216 ����������������������������������������������������������������������������������

217 ����������������������������������������� ���������������� ������������ ��������������

218 �����������������������������������������������������������������������������������

219 ��������������������������������������������������������������������������������������

220 �����������������������������������������������������������������������������������

221 ��� ���� ������ ����� ���� ��������� �������� ��������� �������������� �������� ������

222 ��������� �������� ������� ����������������� �������� ���� ����������� ��� ����� ��� ��������

223 �����������������������������������������������������������������������������������

224 �������������� ��������� ������ ����� ���� ���������� ������ ��������� ������������

225 ����������������������������������������������������������������������� ������������

226 ���� ���������� ����������� ��� ������ ������ ��������� ������ ����� ��� ����������� �����

227 ����������������� ������ ��� ���� ����� ������ ����� ����� ������� ������������� �����

228 ���������������������� ����������� ���� ���������� ������ ��� ��� ������� ��� �������� �����

229 ����� ��������� �������� ������ ����������������� ������ �������� �������� ����������

230 ������ ����������� ����� ������ ��� �� �������������� ����������� ��� ���� ������������

231 �����������������������������������������������������������������������������������

232 ���� ��������� ��������� ������������ ����� ����� ��� ����������������� ��������� ����

233 ����������������������� ����� ������������� �������� ������������� ������ ����� ��� �����

234 �����������������������������������������������������������������������������

235 ��� ���� ����� ��� ���� ����������� ����� ��� ���� ������ �������������� ������� ��������������������

236 ������ ������� ������� �������� ������ ���� ������������ ������ ��������� ��� ����� ��������� ��� ���

237 ���������� ����� �������� �������� ������ ���������� �� ���� ������ ��� ������ ������ ��������������

238 ������������������������������������������������

239
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240 ����������

241 ����������������������������������������������������������������������������������

242 ������� ���� ����������������������������� ���� ������ �������� ����� ��� ����������� ���

243 ����������������������������������������������������������� ��������������������������

244 �������������������������������������������������������������������������������������

245 ���������������������� ����� ��������������������� ����������������� ��������������

246 ��������������� ������ ���������� ����� ������ ���������������� �������� ������� �����������

247 ���������������������������������������������������������������������������������

248 ������ ��� �� ���������� �������� ������ ����������� ����� �������� ��� ������� �� �����

249 ���������������

250 ����������

251 ��������������������������������������������������������������������������

252 �������������������������������������������������������������������������

253 �����������������������������������������������������������������������������

254 �������������������������������������������������������������������������������

255 ��������������������������������������

256 ����������������������������������������������������������������������������

257 ���������������������������������������������������������������������������������

258 ��������������������������������������������������������������������

259 �����������������

260 ������������������������������������������������������������������������������

261 ���������������������������������������������������������������������������

262 ������������������������������
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263 ������������������������������������������������������������������

264 ������������������������������������������������������������������������������������

265 �������������������������������������������������������

266 �����������������������������������������������������������������������������

267 �������������������������������������������������������������������

268 �������������������������������������������������������������������������������

269 �������������������������

270 ������������������������������������������������������������������������������

271 ���������������������������������������������������������������������������������

272 �����������������

273 ��������������������������������������������������������������������������������

274 ������������������������������������������

275 ������������������������������������������������������������������������������

276 ��������������������������������������������������������������������������

277 ����������������������������������������������������������

278 �����������������������������������������������������������������������������������

279 ������������������������������������������

280 ����������������������������������������������������������������������������������������

281 ��������������������������������������������������������������������������

282 ���������������������������������

283 ������������������������������������������������������������������������������������

284 ���
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285 ��������������������������������������������������������������������������

286 ���������������������������������������������������������������������������������

287 ����������������

288 ������������������������������������������������������������������������������

289 ����������������������������������������������������������������������������������

290 ��������������������������������������������������

291 ����������������������������������������������������������������������

292 �������������������������������������������������������������������������

293 ��������������������������������������

294 ���������������������������������������������������������������������������

295 ���������������������������������������������������������������������������������

296 ��������������������������������������������������������������������������������

297 ����������������������������������������������������������������������������������

298 ��������������������������������������������������������������������������������������

299 ����������������

300 ��������������������������������������������������������������������������������

301 �������������������������������������������������������������������������������������

302 ��������������������������������������������������������

303 �������������������������������������������������������������������������

304 �������������������������������������������������������������������������������

305 �������������������������������������

306

307 ��������������
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308 ������� ��� ��� ��� ������ ��������� ��� ������ ������ ���� ������ ����������� ��� ����������

309 ��������������������������������������������� �����������������������������������������

310 �����������������������������������������������������������������������������������������

311 ������������������������������������������������������������������������������������������

312 ����������������������������(p˂0.05)�����������������������

313

314 �������������������������������������������������������������������������

315 ���������������������������������������������������������������������������������

316 ������� ����� ���������� ������� ����������� ������� ���� ���������� ����������� �����������

317 ������� ��������������������� ������ ����� ��� ������ ���������� ���� ���� ��� ���� ����

318 �������������� ������ ���� ������ ��� ������������� ���� ��������� ���� ����� ��� ���������

319 ������������������������������������������������������

320 ���������������� ������������������������������������������������������������������

321 ����������������������������������������������������������������������������������

322 ������� ������� ����� ���������� ������� ����������� ������� ���� ���������� �����������

323 ������������������ ��������������������������� ������������������������ ���� ��������

324 ������������������������������������������������������������������������������������

325 �������������� ���������� ����������� ������� ���� ��� ��������� ������� �������� ������ ���

326 ���������������������������������������������������������������������������������

327 �����������������

328 ����������������������������������������������������������������������������������

329 ������������������������������������������������������������������������������������������

330 ������� ��������������������������� �������� ���������������� ���� �������� ����������

331 ������ ��� �������������� ������������� ����� ��� ���������� ����������� ���� ������� ���������

332 ��������������������������������������������������������������������������

333 ����������������������������������������������������������������������������������

334 ��������� �������� ����� ���������� ��������������� ����� �������� �������� ��� ��������� ����

335 ������������������������������������������������������������������������������������

336 �������� ������� ������ ��������� ����������� �� ������������ ��������� ��� ���� ����������� ���

337 ��������������������������������������������������������������(p˂0.05).

338 �����������������������������������������������������������������������������������

339 �� �������������� ��������������������� ��������������������������� ���������������������
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340 ������ ����� ��� ������ ���������� ���� ��� ����� ������ ���� ������ ��� ��������������

341 ������������� ���������� ��� ���� ��������� ��� ���� ��������� ������� ���� ��� ������ �����

342 ���������������������������������

343 ����������������������������

344 ��������������������������������������������������������������������������

345 ��������������������������������� ���������������������������� �����������������

346 ������������������������������������������������������������������������������������

347 ���� ���������� ��� ���� ���� � ��� ��������� ��� �������� ����������� ���������

348 ������������������������������������������������������������������������������

349 ��������������������������������������������������������������������������

350 ���� ��� ��� ������ ��������� ��� �������������� ������� ��� ���������� ���������� ���

351 ������������ ���� ��������� ������� ���� ��������� ��� ������ ��� �������������� ������

352 ������� �� ����� ���� ��� ���� ��� ���� ������ ������� ����������� ��� ������ ��� ������

353 ����������� ���� ������� ���������� ���� ������ ������� �� ������� ����� ��������������

354 �������������������������������������������������������������������(p˂0.05).�

355 ����������������������������������

356 ���� ��������� ���������� ������� ������� ��������� ������� ���� �������� ������ ����

357 ��������������������������������������������������������������

358 ����������������

359 ���� ������������� ���������� ����� ��������� ���� ���� ��� �������� ����� ���������� ���

360 ����������� ��� ���� ����������� ��������� ��� ���� ���������� ���������� ��� ���� ����

361 �����������������������������������������������������������������������������

362 �������

363 ����������������������������������������������������������

364 �������������������

365 ����������������������������������������������������������
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366 ����������������������

367 �������������������������������������������������������������������������������

368 ����������������� ��� ���� ������������� ����������������������������� ��� ���������������

369 ������������������ ��������������������������� ��� ������������������� ����������������

370 ��������� ���������� ��������� ����� ���������� ������������ ���� ���������� ����

371 ����������������������������������������������������������������������������������������

372 ����������������������������������

373

374 �������������

375 ����������������������������

376 �����������������������������������������������

377 ��������������������

378 ��������������������������������������������������

379 ��������������������

380 ����������������������������������

381 ��������������������������������

382 ����������������������������������������������

383 �����������������������������������������

384 ������������������������������

385 �������������������������������������������������������������

386 ����������������������������
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387 �����������������������

388 ���������������������������������������������������������������

389 ��������������������������������������

390 ���������������������������������������������������������������������

391 ������������������������

392 ��������������������

393 ��������������������������

394 �������������������������������������������������

395 ����������������������������������������������

Page 17 of 26

https://mc04.manuscriptcentral.com/jvatitd-scielo

Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Review Only

�

���������������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������˂�����������������������������

��������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������(�),����������(�),��������������������������������������

��������������(�).������������������

������������������������

Page 19 of 26

https://mc04.manuscriptcentral.com/jvatitd-scielo

Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Review Only

�

��������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������

������������������������
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�

��������������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������������������
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