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RESUMEN

Los venenos estan compuestos por una mezcla de enzimas y toxinas, y son sustancias que
pueden desencadenar un gran numero de reacciones en los seres vivos, ya sea por
mordedura o picadura, estos pueden ser utilizados como mecanismo de defensa o para
depredacion. En el caso de los ciempiés, estos tienen una glandula de veneno conectadas a
un par de forcipulas, que utilizan para morder, y de esta forma inyectar el veneno a sus
presas y asi desencadenar una serie de eventos fisiologicos, provocando acciones
especificas que desequilibran el funcionamiento normal del organismo poniéndolo en
riesgo mortal. Algunas de las enzimas reportadas en el veneno de animales son: quitinasas,
cistatinas, hialuronidasas, esfingomelinasas D, fosfolipasas A2 y proteasas (Winningham et
al, 2004; Malta et al., 2008; Fry et al., 2009).

Las proteasas son de gran interés biotecnologico por el papel importante que desarrollan
dentro de la industria alimentaria (panaderia, produccién de carne, fabricacién de quesos,
fermentacion, etc.), industria farmacéutica (fabricacion de medicamentos, suplementos
digestivos, etc.) y la industria de quimicos (fabricacion de detergentes). (Theron y Divol,
2014).

El objetivo principal de este trabajo fue la identificacion de las proteinas con actividad de
proteasas presentes en los venenos de S. viridis Say y S. polimorpha, por lo que se
realizaron geles de SDS-PAGE, zimogramas y ensayos turbidimétricos con veneno total de
ambas especies. Los resultados obtenidos, mostraron que si tienen la actividad de proteasa.
En el veneno de S. viridis Say se observan solo 5 bandas con pesos moleculares
aproximados de >112, 75, 45, 25 y 18 KDA, siendo la mayor con un peso molecular
aproximado por arriba de >112 KDa., mientras que de S. polymorpha se observan 6 bandas
con los siguientes pesos moleculares aproximados >115,32, 26, 22, 11, 5 KDa. Siendo la
mayor con un peso molecular aproximado arriba de >115 KDa. Los resultados
turbidimétricos mostraron que, a una temperatura de 30 y 40 °C a un pH 6 son las mejores
condiciones para llevar a cabo la hidrolisis con veneno total de S. viridis Say y S.

polimorpha.

Pagina VI



1. INTRODUCCION.

En la naturaleza existe un gran ndmero de animales ponzofiosos, los cuales tienen la
capacidad de generar su propio veneno, los principales artropodos venenosos en México se
agrupan en tres clases: Aracnida, Insecta y Myriapoda.

Dentro de los aracnidos los 6rdenes mas importantes son: las arafias, escorpiones y las
garrapatas. Dentro de la clase Insecta los Ordenes que destacan son: los himendpteros
(abejas, avispas, abejorros), hemipteros (chinches), dipteros (mosquitos, tabanos),
afanipteros (pulgas), lepidopteros (orugas), coledpteros (moscas) y anopluros (pulgas). La
clase Myriapoda cuenta con dos grupos, los Diplépodos y los Quilépodos, el primero se
integra de cuatro Ordenes llamadas Polyxenida, Polyzoniida, Platydesmida vy
Siphonocryptida (grupo de milpiés o bichos bola), el segundo de tres oOrdenes
scutigeromorpha  (escutigeromorfos), geophilomorpha (geofilomorfos), lithobiomorpha
(ciempiés), siendo el tercero el relevante para poder llevar a cabo este proyecto.

Los ciempiés tienen una glandula de veneno que esta conectada a un par de forcipulas que
utilizan para inyectarlo, sea para defenderse de sus depredadores (Fry et al., 2009; Lewis y
Garcia, 2003) y/o, para inmovilizar y capturar a sus presas, y de esta forma desencadenar
acciones especificas sobre canales i6nicos, enzimas y otros receptores celulares,
desequilibrando su funcionamiento normal y que traen como consecuencias la afectacion de
procesos vitales, como la transmision neuromuscular, la circulacion sanguinea, y la
permeabilidad de las membranas, entre otros, (Castafieda, 2000). Esto se debe a que el
veneno tiene diversas actividades enzimaticas, como: quitinasas, cistatinas, hialuronidasas,
esterasas, fosfolipasas A2 y proteasas (Malta et al., 2008; Fry et al., 2009), asi como
también actividades neurotoxicas. y hemoliticas.

En este trabajo el enfoque estd dirigido sobre las proteasas, que son las responsables de
catalizar la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de otras proteinas, dando como resultado la
produccion de péptidos o aminoécidos libres. Ademés de poseer gran importancia
bioldgica, las proteasas son de gran interés biotecnoldgico, por el papel importante que
desarrollan dentro de la industria alimentaria (panaderia, produccion de carne, fabricacién
de quesos, fermentacion, etc.), industria farmacéutica (fabricacion de medicamentos,

suplementos digestivos, etc.), y la industria de quimicos (fabricacion de detergentes).
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(Theron y Divol, 2014). La gran diversidad de proteasas, en contraste con la especificidad
de su accion, ha atraido la atencién mundial en los intentos de explotar sus aplicaciones
fisioldgicas y biotecnoldgicas (Muller-Esterl et al., 2008; Heinz, 2004).

Originalmente, las proteasas se clasificaron de acuerdo con su masa molecular, carga o
especificidad de sustrato. Actualmente se pueden clasificar en familias, dependiendo del
aminoacido o metal que poseen en su centro activo y dentro de cada una, sus miembros
tienen estructuras y mecanismos de reaccion similares (Manjabacas, 1995).

La accion de las proteasas esta regulada por inhibidores enddgenos, y son responsables de
la modulacion de la reaccién de diversas hormonas y neurotransmisores de naturaleza
peptidica, (Delgado et al., 2004).

En la actualidad existen diversos estudios que han demostrado la presencia de proteasas y
metaloproteasas en venenos de otros organismos: serpientes, avispas, arafias, escorpiones,
caracoles, insectos, peces, anémonas marinas y ciempiés (Takohashi y Ohsaka, 1970;
Markland y Perdon, 1986; Deshimaru et al., 1996; Dani et al., 2003; Winningham et al.,
2004; Malta, 2008; Undheim y King, 2011; Huari et al., 2016).

Los ciempiés son artropodos responsables de un importante nimero de envenenamientos no
letales para los humanos, por lo que la informacién sobre la composicion bioquimica no es

relevante, por lo que el estudio de su veneno podria ser de gran interés Biotecnoldgico.
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2.- ANTECEDENTES.

2.1. Clasificacion taxondmica de Scolopendromorpha.

Phyllum: Arthropoda
Clase: Chilépoda
Orden: Scolopendromorpha
Familia: Scolopendridae
Género: Scolopendra
Especie: viridis Say y polimorpha.
(Foddai et al., 2002)

2.2. Morfologia del orden Scolopendra.

Los integrantes de este orden se caracterizan por presentar cuerpos alargados, aplanados y
multisegmentados, que tienen en cada segmento corporal un par de patas, (Barnes, 1989).
El aparato venenoso de la escolopendra consiste en una glandula, un ducto y una
mandibula (afilada y curvada), inyectora del veneno, mismo que es producido en las
glandulas venenosas, que se localizan en los artejos basales de las forcipulas (Brusca y
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 por contraccion del
musculo abductor al exterior o al tejido de la victima, por una abertura que se encuentra

cercana a la punta del tarsungulum (Chao y Chang, 2006). Ocelos (0jos primitivos): Son

cuatro los que se encuentran a cada lado, en la parte frontal de la placa cefélica. Primera

mandibula (Maxilar _primero): Estas se utilizan para masticar la comida. Segunda

mandibula (El sequndo par de mandibulas): Tiene una especie de cepillos que se encuentra

al final del maxilar, se utilizan para la limpieza (las patas y las antenas). La segunda
mandibula también se utiliza para la manipulacion de alimentos. Coxosternito

coxosternum: Placa central abdominal de la cabeza. Placa Coxosternal de los dientes: Dos

placas en la parte frontal del Coxosternito con los dientes al final de ésta, destinados para
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triturar la presa. El tamafio y la configuracion de la Placa Coxosternal de los dientes, se

puede utilizar para definir la especie. Protuberancias Trocanteroprefemorales: Una pequefia

cresta en la parte interna del lado de las forcipulas, se parece a los dientes. Tarsungulum: Es
el extremo de las forcipulas. A la cabeza le sigue un diplosegmento expandido denominado
cuello o collum, las antenas son simples y con segmentacion variada; cuticula dura y
gonoporos en el dltimo somito del tronco. Tienen espiraculos laterales o medio dorsales,
con valvulas en algunas especies; cuerpo con 15 a 193 segmentos y con apéndices
locomotores. Estos apéndices se extienden lateralmente, de manera que el cuerpo queda
cerca del suelo, el Gltimo par de patas esta dirigido hacia atras, y no intervienen en la

locomocion (Brusca y Brusca, 2005). Suturas de la placa cefélica: Sutura en ambos lados de

la mitad de la placa cefalica. Sutura transversal anterior: También llamado anillo. Surco en

el tergito 1: Es un surco formado por un plegado del cuerpo. Este surco se ve sélo en

Scolopendra del nuevo mundo (América)._Suturas de los tergitos: En ambos lados de la
mitad de un tergito, la posicion y la disposicion de éstos, se pueden utilizar para definir la
especie. Espiraculo: Orificios para tomar oxigeno, se encuentra en la superficie lateral de
un segmento, es una apertura al exterior del sistema traqueal (traquea = un tubo del sistema
respiratorio), se encuentran en segmentos de 3, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. Pre-fémur:
Primer segmento de la pierna. Fémur: Segundo segmento de la pierna entre la pre-femur y
tibia. Tibia: Tercer segmento de la pierna entre el fémur y el tarso 1. Tarso 1: cuarto
segmento de la pierna después de la tibia. Tarso 2: quinto segmento de la pierna. Pre-tarso:
sexto y ultimo segmento de la pierna o la garra.

Patas terminales: El ultimo par de patas. Estos tramos se pueden utilizar para definir la

especie Coxopleura: La parte lateral del segmento 21. EI segmento 21 contiene los 6rganos

reproductivos. Espinas pre-femorales: Espinas en el pre-fémur de las patas terminales.

Protuberancias pres-femorales: No todas las especies de Scolopendra las poseen (Figura 1).
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Patas terminales
de locomocion.

2 Mandibula

- Forcipulas

1*Mandibula
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Placa coxosternal
de los dientes

Mazlipedos

Coxosternito

FIG. 1. (A) Morfologia de S. viridis Say, (B) S. polymorpha (C) Partes de la cabeza

(L6pez, 2019).
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2.3. Alimentacion de S. viridis Say y S. polimorpha.

La mayoria de los ciempiés son carnivoros, depredadores agresivos y activos, por lo que
son capaces de inyectar dosis de veneno por medio de forcipulas a pequefios invertebrados,
particularmente lombrices de tierra, caracoles u otros artrépodos. El veneno de Scolopendra
es tan efectivo que puede matar a pequefios vertebrados, incluyendo otros ciempiés (Figura

2.) (Brusca y Brusca, 2005).

FIG. 2. (A) Alimentacion de S. viridis Say (B) S. polymorpha.
(Lopez, 2019).
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2.4. Reproduccion sexual de Scolopendra.

Algunas veces, hay un baile de cortejo, o simplemente los ciempiés masculinos hacen girar
una pequefia red sobre la cual depositan un espermatéforo (una capsula o masa creada por
los machos de varias especies de invertebrados, que contienen espermatozoides) para que
las hembras los encuentren.

En las zonas templadas, la puesta de huevos se produce en primavera y verano, pero en las
zonas subtropicales y tropicales parece haber poca estacionalidad para la cria de ciempiés.
Las hembras ponen huevos en grupos de 50 u 80; se enrollan sobre ellos para incubarlos y

vigilan hasta el periodo de eclosién y dispersion de las crias. (Figura 3).

FIG. 3. Incubacion de S. polymorpha.
(Lopez, 2019).

2.5. Distribucion geografica S.viridis Say y S. polimorpha.

En México se ha documentado que los ciempiés, ademas de ser parte importante de la fauna
del suelo (Mordn-Rios y Huerta-L. Wanga, 2006), forman parte de la dieta de aves y
mamiferos terrestres (Leopold y McCabe, 1957; Sanabria et al., 1995). Estos organismos
son caracteristicos de zonas templadas y tropicales. La distribucion de ciempiés en México

incluye a 31 Estados, con excepcion de Tlaxcala, (Figura 4).
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Fig. A. Registros
conocidos de
Scolopendra

polymorpha en
México (puntos
negros= registros
previos, estrella
negra=  primer
registro en la isla
Maria Cleofas) y
Océano Pacifico.

~ 4 Resaltando el

h
. Centro
- América
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Fig. B. Registros
conocidos de
Scolopendra
viridis Say en
Mexico.

Resaltando el
Estado de
Morelos que es la
zona de estudio.

FIG. 4. Distribucion geografia (A) Scolopendra polymorpha (B). Scolopendra viridis Say

(Cupul-Magafia,2007)
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2.6. Componentes del veneno de S. viridis Say y S.polymorpha.

El veneno o toxina de Scolopendra, es una sustancia que puede producir un efecto nocivo
en los seres vivos, desequilibrando sus sistemas dindmicos, estas sustancias nocivas
generalmente son producidas para usarlas como mecanismo de defensa o para depredacion.
Los venenos generalmente estan constituidos por dos componentes primordiales: enzimas y
toxinas. Entre las enzimas estan las proteasas que realizan una actividad pre-digestiva de
los tejidos, trabajando en conjunto con fosfolipasas que digieren las membranas plasmaticas
de las células afectadas, y con hialuronidasas, encargadas de la difusion de los componentes
toxicos del veneno por el torrente sanguineo de la presa (Menez, 2002). Las toxinas
cumplen un papel importante actuando a nivel sindptico, presinaptico o postsinaptico,
modulando los canales ionicos de las células excitables (Gawade, 2007). En el momento en
gue este complejo de toxinas es introducido en un organismo vivo, mediante la mordedura,
se genera una respuesta fisiologica que promueve o inhibe una reaccion bioquimica
compleja, donde el sistema inmune participa induciendo anticuerpos neutralizantes o
antitoxinas, provocando un conjunto de sintomas y lesiones que comprometen la

supervivencia delanimal afectado (Wallace, 2007).

2.7. Proteasas

Las proteasas, también conocidas como peptidasas, son las responsables de catalizar la
hidrolisis de los enlaces peptidicos de otras proteinas, sus aplicaciones son principalmente
en la industria alimentaria (panaderia, produccion de carne, fabricacion de quesos,
fermentacion, etc.). En la industria farmacéutica (fabricacion de medicamentos,
suplementos digestivos, etc.), y en la industria de quimicos (fabricacion de detergentes)
(Muler-Esterl, 2008).
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CLASIFICACION DE LASPROTEASAS

Por su especificidad de sustrato se pueden clasificar en:

ENDOPEPTIDASAS: Son las proteasas que hidrolizan los enlaces peptidicos dentro de la
cadena polipeptidica. Tendiendo a actuar lejos del N-terminal o del C-terminal. (Mler-
Esterl, 2008).

EXOPEPTIDASAS: Son las proteasas que hidrolizan una union peptidica a no mas de tres
residuos, desde el N-terminal o del C-terminal. Segun el extremo que cortan, seran
aminopeptidasas o carboxipeptidasas (Muler-Esterl, 2008).

Por el mecanismo de accion, estas se pueden clasificar en:

SERINA PROTEASA: Son las enzimas endoproteasas, y su catalisis depende del ataque

nucledfilo del —OH de un residuo de serina al enlace peptidico, al igual que un residuo de
histidina y uno de acido aspartico en el proceso catalitico (Manjacabacas, 1995). Ejemplos
de esta proteasa: Tripsina, Trombina, Quimotripsina, Elastasa.

CISTEINA PROTEASA: Son aquellas que presentan un residuo de cisteina en el centro

activo, y que actia como nucledfilo. La mayoria atacan especificamente a enlaces
peptidicos en los que participe una histidina (Anwar y Saleemuddin. 2000). Ejemplos de
esta proteasa: Papaina y Caspasas.

METALOPROTEASA: Son enzimas endopeptidasas que requieren cofactores metalicos en

su centro activo, la mayoria contienen Zn. Estas enzimas son inhibidas por agentes
guelantes de iones metalicos como el EDTA, pero no por agentes sulfidrilos (Labbe et al.,
1974). Estas enzimas tienen gran relevancia por su gran importancia industrial y comercial.
Ejemplo: la Termolisina.

ASPARTYL PROTEASA: Son enzimas bilobuladas donde el sitio activo esta entre dos

I6bulos, vy los residuos son de &cido aspartico. Uno de los residuos de acido aspartico, activa

la molécula de agua atacante para su des-protonacién, mientras que el otro residuo polariza
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el carbonilo peptidico aumentando su susceptibilidad al ataque (Berg et al., 2007). Ejemplo

de esta proteasa: Pepsina y Renina.

TREONINA PROTEASA: Utilizan el aminoécido de treonina como nucledfilo catalitico

para romper el enlace peptidico. Es un alcohol secundario, ya que posee un grupo metilo.

La Treonina actUa juntamente con otros dos aminoacidos: la metionina y el acido aspartico

ejercen la labor de metabolizar las grasas que se depositan en los drganos (Figura 5).

Exopeptidasas

Endopeptidasas e

Aminodcido libre

Dipéptido (Dipeptidil
aminopeptidasas)

Tripéptido (Tripeptidil
aminopeptidasas)

Peptidil-dipeptidasas

Carboxipeptidasas
Timvo Serina

7

Carboxipeptidasas
Tipo Cisteina

Metalo
carboxinentidasas

w— O OKRO—O—O—

« 00 oXKe—o o

COOH

—o-oRe—o—

FIG. 5. Clasificacion de las peptidasas.

(Theron y Divon, 2014)
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2.8. Estudios realizados con el veneno de diferentes escolopendras.

Entre los estudios realizados con el veneno de otras escolopendras, se mencionan los

siguientes:

En el 2008, Malta et al., realizaron ensayos de actividad toxica del veneno de ciempiés
brasileros, de las especies Otostigmus pradoi, Cryptops iheringi y Scolopendra viridicornis.
Los ensayos de medicion de actividad enzimatica mediante zimografias, indicaron que las
proteinas presentes en estos venenos poseen actividad hialuronidasa, caseinolitica,

fibrindgena y proteasa. (Tabla 1).

Tabla 1. Metaloproteasas presentes en el veneno de S. viridicornis, O.pradoi y C. iheringi
(Malta et al., 2008).

Especie PM de metaloproteasas
S. viridicornis 44, 22 KDa

O.pradoi 35,23y 15 KDa

C. iheringi 121,44y 25 KDa

En el 2014, Granado, C. Trabajo en el perfil proteico y actividad enzimatica del veneno de
Scolopendra gigantea, en SDS-PAGE y ensayos zimograficos, donde identificé 8
proteasas, de las cuales, 5 presentaron actividad serina-proteasa, con pesos moleculares
aproximados de: dos bandas > 250 KDa, 116 KDa, 100 KDa y 51 KDa , 2 mostraron
actividad metaloproteasa con pesos moleculares aproximados de 26 KDa y 22 KDa, y una
banda que probablemente sea aspartil-proteasa o cisteina-proteasa con un peso molecular

aproximado de 34 KDa.

En el 2019, Clement, H. Trabajo en la caracterizacion y expresion heteréloga de proteasas y
fosfolipasas del veneno de bothrops ammodytoides y sus propiedades inmunogeénicas,
reportando dos proteasas, una serina-proteasas o metaloproteasa tipo | de 25 KDa. y la otra

metaloproteasa de 46 KDa.
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3.- JUSTIFICACION.

Existe una gran diversidad de animales ponzofiosos que generan su propio veneno, el cual

puede ser utilizado como mecanismo de defensa o para alimentacion.

El veneno de los ciempiés es una mezcla compleja que esta constituida por enzimas, como:
péptidos, aminas, proteasas, esterasas, hialuronidasas, histamina, serotonina, etc., y toxinas

con actividad neurotoxicas y hemolitica.

El estudio de los venenos que se encuentran en diferentes organismos se ha ampliado
ultimamente, ya que muchos de ellos presentan caracteristicas o funciones Unicas y

especificas, que han ayudado al hombre para diferentes fines biotecnoldgicos y médicos.

Las investigaciones en venenos de animales ponzofiosos, se inclinan mas en aquellos que
son mortales para el hombre, y el veneno del ciempiés no se considera como un factor de
alto riesgo en humanos, puesto que, la mordedura de estos ciempiés, generalmente produce
en adultos: eritemas, edemas, intenso dolor, fiebre, debilidad, linfagitis local, isquemia, y
necrosis del area afectada, es por esa razon, que no se le da la importancia necesaria para

poder estudiar la composicion bioquimica mas detallada del veneno de este ciempiés.

Por lo tanto, el principal enfoque en este trabajo es poder realizar la identificacion de las
proteinas con actividad de proteasa del veneno de ciempiés de S. viridis Say y de S.
polymorpha, ya que darian la posibilidad de que estas proteinas sean purificadas y

utilizadas con un fin biotecnoldgico o medicinal.
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4. HIPOTESIS

Se ha reportado que los venenos del ciempies de S. viridis Say y de S. polymorpha,
presentan ciertas actividades enzimaticas, como: antimicrobiana, fosfolipasa, hialuronidasa,
entre otras, por lo que, en este trabajo se espera encontrar especificamente a las proteinas

que tienen actividad de proteasas, utilizando diferentes técnicas.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Identificar y purificar las proteinas con mayor actividad de proteasas presente en el veneno

de S. viridis Say y de S. polymorpha.

5.2. Objetivos particulares.

e Identificar el perfil proteico del veneno de S. viridis Say y S. polymorpha a través de
SDS-PAGE.

e Identificar las proteinas con actividad de proteasa mediante zimograma y prueba
directa en gelatina de S. viridis Say y S. polymorpha.

e Purificar la proteina identificada con mayor actividad de proteasa en el veneno de
S. viridis Say y S. polymorpha.

e Determinar el porcentaje de degradacion del veneno total de S. viridis Say y

S. polymorpha por el método turbidimétrico.
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6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecta de Scolopendra viridis Say y
S. polymorpha
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7.- METODOLOGIA.
7.1 Colecta de las especies de estudio S. viridis Say y S. polymorpha.

Los especimenes del ciempiés S. viridis Say, fueron colectados principalmente en zonas
himedas y boscosas al norte del Estado de Morelos, y las S. polymorpha, fueron colectados
en zonas célidas en el centro sur del Estado de Morelos. Se mantienen en cautiverio en el
laboratorio de Neurofarmacologia del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB),
perteneciente a la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, en donde se colocaron de
manera individual en recipientes con suficiente tierra himeda, y cada cuatro dias comen

larvas de Tenebrio.
7.2 Obtencién del veneno.

El veneno de S. viridis Say y S. polymorpha, se obtiene de la siguiente manera: los
especimenes son sometidos a un cambio de temperatura, colocandolos en un refrigerador a
4° C, durante 3-4 min. aproximadamente para ser inmovilizados, posteriormente a los
ciempiés se les aplica estimulacion manual, ejerciendo poca fuerza sobre la cabeza, para
que de esta forma el veneno sea expulsado por medio de las forcipulas, este veneno fue
colectado con una punta amarilla para micropipeta, por ultimo, el veneno se coloca en un
tubo eppendorf con 5 pl de agua mili-Q, para su posterior deshidrocongelacion, y de esta
forma conservarlo congelado, hasta su préximo uso. Este proceso se llevaba a cabo cada

veinte dias. (Figura 6).

Y

FIG. 6. Obtencién del veneno de ambas especies (S. viridis Say y S. polymorpha).
(Lopez, 2019)
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7.3. Cuantificacion de proteina.

La cuantificacion de proteina de los venenos, fue determinada empleando el método de
Lowry, ya que es uno de los métodos colorimétricos mas sensibles para medir la
concentracion de proteina, utilizando una curva estandar de una concentracion conocida de
BSA, considerando que la sensibilidad del método, esta en un rango de 1 a 100 pg, la
muestra del veneno total se diluyo en 20 pl de agua milliQ, y alternativamente la
concentracion de las muestras fue determinada midiéndoles la absorbancia de luz
ultravioleta a 560 nm., (Anexo 13.1) para la cuantificacion de proteina. (Lowry et al.,
1951). (Figura 7).

FIG. 7. Cuantificacion de Proteina de los venenos de S. viridis Say y S. polymorpha.
(Lopez, 2019).
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7.4. Electroforesis (SDS-PAGE) para la identificacion proteica de los venenos de S.
viridis Say y S. polymorpha.

La electroforesis en un gel (SDS-PAGE), es una técnica que permite separar las proteinas
de acuerdo con su peso molecular en una matriz de poliacrilamida, usando un campo
eléctrico. El veneno es separado por electroforesis (SDS-PAGE) 12% (Anexo 13.2), se deja
libre el primer carril y en el segundo se colocan 2.5 pl de marcadores de pesos moleculares,
en el tercer carril se colocan 18 ug del veneno y en los carriles restantes del gel se colocan
40 pg del veneno y se corre con un flujo de corriente de 50 V, para el gel concentrador
(solo para empaquetar el veneno), y después se cambia a 75 V, se deja aproximadamente 2
hrs. (Figura 8).

FIG. 8. Electroforesis (SDS-PAGE) 12%, para la identificacion proteica de los venenos S.
viridis Say y S. polymorpha.
(Lopez, 2019)

Después de la electroforesis, el gel se corta en dos partes, donde la primera parte es: el
carril del marcador de peso molecular, mas un carril con 18 pug de la muestra del veneno, la
segunda parte, se coloca en camara hiumeda en refrigeracioén, mientras la otra parte es tefiida
con azul de Comassie (Anexo 13.3). Una vez localizadas las proteinas del veneno, se
calculé el Peso Molecular de cada una de las bandas (Rf) (Cevallos et al., 1992), (Anexo
13.7).
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7.5. Purificacion proteica por electroelusion.

Una vez que se observan las bandas proteicas en el gel SDS-PAGE 12%, cada banda se
corta de forma individual, y se coloca en un tubo sellado en la parte inferior con una
membrana de didlisis (corte de 12 — 14 KDa.), se llenan los tubos con Tris 50 mM pH 6.8,
la parte superior se sella con tapén de plastico. La corrida se realiza en frio durante 2 hrs.,
bajo un flujo de corriente de 75 Volt, con una solucion amortiguadora (Anexo 13.8).
(Figura 9).

FIG. 9. Purificacion proteica por electroelusion de los venenos S. viridis Say y S.
polymorpha.
(Lopez, 2019)
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7.6. Proceso de Dializacion.

El proceso de dialisis se lleva a cabo después de la electroelusion, esto se hace para poder
quitar el exceso de sales que pudiera tener. Para este proceso, se necesita quitar la banda de
gel sin perder el buffer, la bolsa es sellada con pinzas, y es dializada en agitacion constante
con 3 cambios de agua mili-Q cada hora, este proceso se realizé en el cuarto frio (-4° C)
para que la proteina no se desnaturalice. Por ultimo, la proteina es colocada en tubos
eppendorf para después ser liofilizada y guardada hasta su posterior uso. (Figura 10).

FIG. 10. Proceso de dialisis.
(Lopez, 2019)
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7.7. Proceso de Liofilizacion.

El proceso de liofilizacion es el secado donde se emplea una MAXI-Dry lyo, en el cual se
colocaron los tubos eppendorf que contienen la solucion de proteina a deshidratar. El
liofilizador opera a una presion de 0.2 atm y a -110° C de temperatura en la trampa de

vapores (Figura 11).

MAXI dry lyo .

FIG. 11. Muestras en proceso de liofilizacion.
(L6pez, 2019)
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7.8. Obtencion de las proteinas puras de S.viridis Say y S. polymorpha.

Se realizo una electroforesis en un gel (SDS-PAGE 12%), donde el veneno es separado por
una corriente eléctrica (Anexo 13.2), se deja libre el primer carril y en el segundo se
colocan 2.5 ul de marcadores de pesos moleculares, se colocan 8 g de las proteinas puras
del veneno, se corre a una corriente constante de 50 V, para el gel concentrador (solo para
empaquetar el veneno), y después se cambia a 75 V, se deja aproximadamente 2 hrs. Este
gel se tifio con plata, el cual tiene un rango de 5 a 10 pg de proteina. (Anexo 13.2, 13.3 y
13.7). (Figura 12).

FIG. 12. Corroboracién de las proteinas puras de S.viridis Say y S. polymorpha.
Tefidas con plata.
(L6pez, 2019)
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7.9. Actividad directa de proteasas del veneno total de S. viridis Say y S. polymorpha.

La actividad de proteasa directa del veneno se lleva a cabo en gelatina comercial 15%, se
colocan 2.5 pl del C— (agua milliQ), 2 ug del control+ (PK) y 12.6 ug de (VTS), 100 ug del
veneno total S. viridis Say y 53 pg y S. polymorpha, la caja se incuba por 24 hrs. a
temperatura ambiente para que ocurra la degradacion, y posteriormente se tifie con
coomasie (Anexo 13.3,13.4 y 13.5), realizando los enjuagues necesarios hasta visualizar la

actividad mediante los halos. (Figura 13).

FIG. 13. Actividad directa de proteasa de S. viridis Say y S. polymorpha.
(L6pez, 2019).

23| Pagina



7.10 Actividad directa de proteasas con proteinas puras de S. viridis Say y

S. polymorpha.

La actividad de proteasa directa de las proteinas puras de los venenos de ambas especies, se
lleva a cabo en gelatina comercial al 15%, se colocan 2.5 pl del C— (gel sin muestra), 12.6
ug del control+ (VTS), 20 ug del veneno total S. viridis Say y 20 pug y S. polymorpha, la
caja se incuba por 24 hrs. a temperatura ambiente para que ocurra la degradacion, y
posteriormente se tifie con azul de coomasie (Anexo 13.3,13.4 y 13.5), realizando los
enjuagues necesarios hasta visualizar la actividad mediante los halos. (Figura. 14).

FIG. 14. Actividad directa de proteasas con proteinas puras de S. viridis Say
S. polymorpha.
(L6pez, 2019).
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7.11. Zimograma con gelatina para las proteinas del veneno total con actividad de

proteasa.

Esta técnica electroforética y cuantitativa se realiza en un gel de SDS-PAGE 12% con 0.5%
de gelatina comercial, este gel se corrid por alrededor de 2 hrs., a un flujo de corriente
constante de 75 V. Se cargaron 2.5 ul de marcadores de peso molecular marca BIO-RAD, y
de ambos venenos se cargaron de S. viridis Say 150 pg y S. polymorpha 53 pg. (Anexo
13.3,13.4y 13.6). (Figura 15).

FIG. 15. Zimograma de los venenos totales de S. viridis Say y S. polymorpha.
(L6pez, 2019)

25| Pagina



7.12. Determinacion del porcentaje de degradacion por ensayo turbidimétrico del VT

de ambas especies.

La actividad proteolitica del veneno total de ambas especies se determiné mediante ensayo
turbidimétrico por triplicado (Anexo 13.9), controlando las condiciones de temperatura
(30°, 40° y 50° C) y de pH (4, 6 y 8). Se utilizé gelatina al 0.3% g/v como sustrato en los
diferentes pH de Tris.

Se utiliz6 10 pg del veneno total de S. viridis Say y 10 ug S. polymorpha, C- (Tris con
gelatina) 200 pl, C+ (VTS) 2 pg a un volumen de 200 pl en el Tris. Se agitaron y se
dejaron durante 15 minutos a las condiciones correspondiente, la reaccion se detuvo con
120 pl de é&cido tricloroacético al 0.44 M, los tubos se agitaron y se dejaron en frio 15
minutos y finalmente se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos, las lecturas se leen
a 280 nm. (Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones para realizar los ensayos turbidimétricos.

Muestra Tris Tris con | Veneno Veneno Veneno TCA ABS
gelatina de total total Sp = 044M | 280nm
0.3 % serpiente S.vS

Blanco 200 pl

Control — | -——- 200 pl

Control + =1

VTS2Hg | eeeeee 180 pl 20 pl §

VTvS 10pg | —--- 1996l | - 04ul | e

VTp 10pg | - 199.7 ul 0.3 ul
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8. RESULTADOS.

Para llevar a cabo la identificacion y purificacion de las proteinas con mayor actividad de
proteasas de los venenos de Scolopendra viridis Say, y de Scolpendras polymorpha, se
utilizé veneno puro de ambas especies, y se llevaron a cabo diferentes técnicas para la
identificacion del perfil proteico, la identificacion de las proteinas con actividad de proteasa
en gelatina, la purificacion de las proteinas con actividad de proteasa, y ensayos
turbidimetros para determinar el porcentaje de degradacion del veneno total de las dos

especies.

8.1. Obtencién del veneno.

Para poder llevar a cabo las diferentes técnicas, se necesito la recopilacion de veneno de
ambas especies.

Para la obtencion del veneno de Scolopendras viridis Say, se ordefiaron 200 especimenes
no importando el tamafio del ciempiés, y se obtuvieron aproximadamente 500 pug de veneno
por ordefia.

Para Scolopendra polymorpha, se ordefiaron 15 especimenes sin importar el tamafio del

ciempiés, y lo que se obtuvo aproximadamente fueron 800 g por ordefia.
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8.2. Perfil proteico de los venenos de S. viridis Say y S. polymorpha.

La primera estrategia empleada para la identificacion del perfil proteico, se realizd un gel
en presencia de SDS, con una concentracion de acrilamida al 12%, en el gel separador, y
para el gel concentrador al 4%, para poder determinar las proteinas presentes en los
venenos de S. viridys Say y S. polymorpha. (Anexo 13.2). Colocando 18 y 40 ug de ambos
venenos en carriles diferentes y 2.5 ul de marcadores de peso molecular marca BIORAD de

amplio rango (Figura 16).
Sy MPM  KDa MPM  Sp

FIG. 16. Perfil Proteico de los venenos de (A) S. viridis Say y (B) S.polymorpha.
(L6pez, 2019)

En la figura (A). Se observa el perfil proteico de S. viridis Say, en el cual se observan 27
bandas proteicas dentro de un rango de marcadores de peso molecular de 10 a 250 KDa.

En la figura (B). Se observa el perfil proteico de S. polymorpha, con 16 bandas dentro de
un rango de marcadores de peso molecular de 10 a 250 KDa.

Con esto identificamos las proteinas presentes en los venenos de ambas especies, asi como

sus pesos moleculares.
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8.3 Confirmacién de las proteinas puras de

S.viridis Say y S. polymorpha.

Para la confirmacion de las proteinas puras en ambos casos, la presencia de una banda

obscura, nos indica que la proteina efectivamente esta pura, lista para la siguiente prueba.
(Figura 17).

112 115

75 KDa

25KDa

25KDa

A B
FIG. 17. Confirmacion de las proteinas puras de S. viridis Say y S. polymorpha.

Tefiidas con plata.

En la figura 17. Se muestra las proteinas puras en ambos venenos.

En la figura (A). Scolopendra viridis Say, se cargaron 8 ug de la proteina pura y 2.5 ug
marcadores de peso molecular, y como se puede observar en la imagen, efectivamente la
proteina de 112 KDa se encuentra pura.

En la figura (B). Scolopendra polymorpha, se cargaron 8 pg de la proteina pura 'y 2.5 pg

marcadores de peso molecular, y se observa que la proteina pura de 115 KDa esta sola.
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Para ambos casos se observa ligeramente la presencia de una sola banda, lo que indica que

efectivamente esta pura.

8.4. Degradacion de gelatina en la prueba directa de proteasas del veneno total

de S. viridis Say y S. polymorpha.

Para esta prueba se utilizé gelatina al 15% g/v como sustrato para observar la degradacion
de las proteinas con actividad. Los resultados obtenidos muestran la formacion de halos que
indican que efectivamente, el veneno total de ambas especies tiene actividad de proteasas y

cuyas medidas son:
Para la C+ (PK) 21 mmy (VTs) 0.5 mm de diametro, C- no se observa nada, VTp 0.4 mm
de didmetro y para VTv 0.5 mm de diametro, (Figura 18).

PK21 mm VTp
(2pg) > 0.4 mm
. (53 g)
Control —
Agua (2.5 pl)
VTv
0.5 mm
(100 pg)
VTs
0.5 mm
(12.57 pg)

FIG. 18. Degradacion de gelatina en la prueba directa del veneno total de S. viridis Say y
S. polymorpha con 15 % de gelatina.
(L6pez, 2019)
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8.5 Degradacion en la actividad directa de proteasa con proteina pura de
S.viridis Say y S. polymorpha.

Para esta prueba se utiliz6 la proteina pura con mayor actividad de proteasa, que fue de 112
KDa. del veneno de S.viridis Say, en gelatina comercial como sustrato al 15% g/v, la
observacion de un halo indica la actividad enzimética

En la figura 19 A: La formacién de un halo de 2 mm de diametro, nos confirma la

degradacion por la proteasa.

Proteina de 112 KDa.

(20 ng)
Halo de 2 mm.

(C-) Gel sin muestra
(2.5 ub
Sin reaccion.

(C+) Veneno de serpiente

(12.6 pg)
Halo de 5 mm.

FIG. 19. A. Actividad directa de proteasa con proteinas puras de 112 KDa., de S. viridis
Say.
(L6pez, 2019)
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Para esta prueba se utilizd la proteina pura de peso molecular de 115 KDa., del veneno de
S. polymorpha en gelatina comercial al 15% g/v, la observacion de un halo indica la

actividad enzimatica.
En la figura 19 B: La formacion de un halo de 2 mm de diametro, nos confirma la

degradacion por la proteasa.

Proteina de 115 KDa.

(20 ng)
Halo de 2 mm

(C-) Gel sin muestra

(@5 uh (C+) Veneno de serpiente
Sin reaccion. (12.6 pg)

Halo de 5 mm.

FI1G. 19. B. Actividad directa con proteinas puras de S. polymorpha.
(Lopez, 2019)
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8.6. Degradacién por zimograma de la actividad de proteasa del veneno total
de S. viridis Say y S. polymorpha.

Con esta técnica se identificaron los pesos moleculares de las proteinas con mayor
actividad de proteasa en un gel SDS-PAGE 12% con 0.5% de gelatina comercial. Se
evidenciaron la aparicion de zonas blancas o de degradacion del sustrato, que indican la
actividad enzimatica en los zimogramas. (Figura 20).

VTSv: 150 pg MPM VTp 53 pg.

A B C
FIG. 20. Degradacion en el zimograma de los venenos totales de S. viridis Say y S.
polymorpha.

(Lopez, 2019).

En la figura 20. Se muestran las proteinas con actividad de proteasa de los venenos totales
de S. viridis Say y S. polymorpha.

En la figura (A). Se colocaron 150 pg de S. viridis Say, y se observa que solo 5 bandas con
pesos moleculares aproximados de >112,75,4525 Y 18 KDa, presentan actividad
enzimatica, siendo la mayor con un peso molecular > de 112 KDa.

En la figura (B). Se colocaron 2.5 ul de marcadores de peso molecular.

En la figura (C). Se colocaron 53 pg de S. polymorpha, y se observa que 6 bandas
presentan actividad de proteasas, con los siguientes pesos moleculares aproximados de

>115,32, 26, 22, 11, 5. Siendo la mayor con un peso molecular >de 115 KDa.
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8.7. Ensayo turbidimétrico con veneno total de ambas especies.

Para determinar el porcentaje de gelatina degradada por la actividad de proteasa, se utiliz6
el método turbidimétrico, cuyas condiciones se muestran en la tabla 2. La disminucion en la
absorbancia indica la degradacion enzimética. Para sacar el porcentaje de degradacion, el
control negativo se tomd como el 100%, y la concentracién final de la gelatina empleada

fue de 3 pg/ul.

En la figura 21. Se observan las absorbancias a una temperatura de 30 °C con los pH 4,6y
8, donde se observa que la mayor hidrolisis con respecto al control negativo es en un pH 6

para ambas especies.

30°C
0.5
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FIG. 21. Hidrolisis a una temperatura de 30° C a diferentes pH (4, 6 y 8) del veneno total
de S. viridis Say y S.polymorpha.
(L6pez, 2019).
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En la figura 22. Se utiliz6 una temperatura de 40 °C con las mismas condiciones de pH 4, 6
y 8, donde se observa que la mayor hidrolisis se lleva a cabo en un pH de 6 con respecto al

control negativo.

40°C
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FIG. 22. Hidrolisis a 40° C a diferentes pH (4, 6 y 8) del veneno total de S. viridis Say y
S.polymorpha.
(Lopez, 2019).

En la figura 23 Se observa que a una temperatura de 50 °C con los tres pH 4, 6 y 8, no hay
una mayor hidrolisis, por lo tanto, la temperatura no es viable para esta técnica.
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FIG. 23. Hidrdlisis a 50° C a diferentes pH (4, 6 y 8) del veneno total de S. viridis Say y
S.polymorpha
(L6pez, 2019).

La disminucién de la absorbancia en presencia del veneno de S. viridis Say y S.polymorpha
con respecto al C-, nos indica que el veneno fue capaz de hidrolizar la gelatina, lo que
quiere decir, que algunos componentes del veneno, tuvieron la actividad de proteasa, y que
las mejores condiciones para llevar a cabo una mayor hidrolisis son a una temperatura de
30 °C y 40 °C con un pH 6.
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8.8. Porcentaje de degradacion de la gelatina con respecto al control negativo a una

temperatura de 30 ° C.

En la figura 24 A. Se pueden observar los porcentajes de degradacion en una temperatura
de 30 ° C, con los tres pH (4, 6 y 8), con una concentracion de 3 pg/ul de gelatina con 10
ug del veneno total de ambas especies, donde se observa una reduccion en la concentracién
de la gelatina.

En un pH 4 en S. viridis Say se degrado un 6%, en S.polymorpha, se degrado un 34%.

A un pH 6 en S. viridis Say se degrado un 37%, y en S.polymorpha, se degrado un 39%.

A un pH 8 en ambas especies no hay degradacion.

Por lo tanto, a esta temperatura el pH 6 es el indicado.
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FIG. 24 A. Porcentaje de degradacion de la gelatina en presencia del veneno de S. viridis
Say y S.polymorpha.
(LOpez, 2019).

En la figura 24 B. Los resultados indican el porcentaje de degradacion en una temperatura
de 40° C con los pH 4, 6, 8, con una concentracion de gelatina de 3 pg/ul, con 10 g del
veneno total de ambas especies, se observa una reduccion en la concentracion de la
gelatina.

Enun pH 4 en S. viridis Say se degrado un 22%, y en S.polymorpha, se degrado un 26%.

A un pH 6 en S. viridis Say se degrado un 38%, y en S.polymorpha, se degrado un 36%.

A un pH 8 en S. viridis Say no hay degradacion, y en S.polymorpha, se degrado un 5%.
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Por lo tanto, a esta temperatura, el pH que ofrece una mayor degradacién de gelatina es el
pH 6.

40°C
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FIG. 24 B. Porcentaje de degradacion de la gelatina en presencia del veneno de S. viridis
Say y S.polymorpha.
(L6pez, 2019).

En la figura 24 C. Se observan los resultados del porcentaje de degradacion, en una
temperatura de 50° C con los pH 4, 6, 8, con una concentracion de 3 pg/pl de gelatina con
10 ug del veneno total de ambas especies, donde no se observa una mayor degradacion.

En un pH 4 solo en S. polymorpha, se observa un 14% de degradacion, en un pH 6y 8 no
se observa reduccion en la concentracion de la gelatina, lo que quiere decir, que en estas

condiciones no es posible llevar a cabo esta técnica.
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FIG. 24 C. Porcentaje de degradacion de la gelatina en presencia del veneno de S. viridis
Say y S. polymorpha.
(Lopez, 2019).
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9.- DISCUSION.

El objetivo del presente trabajo fue identificar a las proteinas con mayor actividad de

proteasa presentes en el veneno de Scolopendra viridis Say y Scolopendra polymorpha.

La limitante principal para lleva a cabo este estudio con el veneno del ciempiés, es la
cantidad de material venenoso que se obtuvo de cada organismo, ya que lo que se obtiene,

son cantidades muy minimas de muestra dadas en microgramos (Jg).

Debido a la dificultad para reunir una cantidad en miligramos (mg) del material venenoso,
no se ha podido delimitar un rango en la colecta del nimero de ciempiés, el tamafio del
organismo o la zona especifica de colecta, lo Unico importante es contar con una cantidad
en miligramos (mg) de veneno, para poder realizar los objetivos planteados en el presente

trabajo, con los venenos de Scolopendra viridis Say y Scolopendra polymorpha.

Los venenos que se presentan en una gran variedad de organismos ponzofiosos tienen
componentes proteicos asociados a distintas alteraciones fisioldgicas, que podrian ser
mortales. Los venenos de los ciempiés son mezclas complejas de componentes bioquimicos
y farmacologicamente activos, estos venenos tienen como funcion 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 citotdxica, hemolitica, coagulante, fosfolipasa, hialorunidasa, proteasa, entre

otras.

Los ciempiés por la poca mortalidad que ocasionan en el hombre, las investigaciones no le
brindan gran atencion, y se enfocan méas en los venenos de escorpiones, serpientes y
tarantulas. La falta de interés en conocer la composicion bioquimica del veneno de estos

escolopendromorfos se ve afectada por la poca informacion disponible sobre estos
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animales, en comparacion con los escorpiones, serpientes y tarantulas y por la poca

evidencia de sintomas causados por su veneno (Rates et al., 2007).

En la primera técnica realizada, se identificd el perfil proteico del veneno de Scolopendra
viridis Say y de Scolopendra polymorpha, (Figura 16), que se realizd por medio de una
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, permitiendo obtener cada una de las
proteinas contenidas en los venenos de Scolopendra viridis Say y de Scolopendra
polymorpha, las cuales estan dentro de un rango de marcadores de peso molecular de 10 a
mas de 250 KDa. Con estos datos podemos identificar que el veneno tiene una gran
variedad proteica, y seria relevante poder identificar a que tipo de proteasa corresponde

cadauna de ellas, y asi podrian realizar nuevos estudios de forma especifica.

Como se puede observar en la tabla 3, se han reportado proteinas con actividad de
proteasas, asi como su peso molecular. EI rango que se puede apreciar va de 15 a mas de
250 KDa. Otro dato relevante son los métodos que utilizan para la identificacion de estas
proteinas que son: zimogramas y por SDS-PAGE, que son los mismos realizados en este

trabajo.

Tabla 3. Identificacion de las proteasas presentes en otras especies de Scolopendras.

Especie PM (KDa) Método de identificacion de la Referencia
actividad de proteasa.
S. viridicornis | 44, 22 KDa SDS-PAGE Malta et al.
O.pradoi 35,23y 15 KDa Zimograma. (2008)
C. iheringi 121,44y 25 KDa
Scolopendra dos bandas > 250 SDS-PAGE Zimograma. Granado, C.
gigantea. KDa ,116, 100, (2014).
51 26, 22 y 34
KDa.
Bothrops 25y 46 kDa. Zimograma. Clement, H.
ammodytoides (2019).
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El segundo método utilizado para la determinacion de la prueba directa con la actividad de
proteasa con el veneno total (Figura 18), se utilizaron 100 pg de Scolopendra viridis Say y
de Scolopendra polymorpha, 53 pg, esta prueba se hizo sobre gelatina al 15%, donde la

aparicion de unos halos confirma dicha actividad enzimatica.

En este trabajo, el tercer método empleado fue por zimografia, donde se logré la
identificacion de las proteinas con mayor actividad de proteasa de los venenos de

Scolopendra viridis Say y Scolopendra polymorpha (Figura 20), reportando lo siguiente:

Para Scolopendra viridis Say, se visualizaron 5 bandas proteicas con pesos moleculares de
>112,75,45,25 y 18 KDa. y para Scolopendra polymorpha, se observaron 6 bandas

proteicas con pesos moleculares de>115, 32, 26, 22, 11, 5.

Como podemos apreciar, encontramos proteinas con pesos moleculares arriba de 115 KDa.,

asi como también, proteinas de bajo peso molecular (5 KDa.).

Para la determinacion de la prueba directa con la actividad de proteasa con proteinas puras
de Scolopendra viridis y de Scolopendra polymorpha, el método que se utilizé para la
purificacion de las proteinas, fue la electroelucion, donde se pudo obtener la proteina pura
de Scolopendra viridis Say, con un peso molecular aproximado de > 112 KDa., y con ella
se realizd la actividad directa, usando como sustrato gelatina comercial al 15%, la
formacion de un halo cuyas medidas fueron de 2 mm, confirman dicha actividad, y para
Scolopendra polymorpha, se obtuvo la proteina pura de peso molecular aproximado de >
115 KDa., dando un halo de 2 mm, con esos datos confirmamos que ambos venenos tienen

actividad de proteasa (Figura 19-A y 19-B).

Con los datos obtenidos, cabe mencionar que en el trabajo realizado por Malta et al. no se
reportd alguna proteina con peso molecular de 75 KDa., en el caso de Scolopendra viridis
Say, si hay una con ese peso molecular, de igual manera tampoco se reporté alguna

proteina con peso molecular de 5 KDa, que presentd Scolopendra polymorpha. Estas dos
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proteinas podrian ser caracterizadas para saber a qué tipo de proteinas pertenecen, y que

funcién es la que realizan.

En el trabajo de Granado, C. no se reporto alguna proteina con peso molecular de 75 y 45
KDa., que se identificaron en Scolopendra viridis Say, asi como tampoco, proteinas con
peso molecular de 11 y 5 KDa., que se encontraron en Scolopendra polymorpha. Por tal
motivo, es necesario realizar estudios que permitan la identificacion de la actividad

enzimatica que tienen estas proteinas, para realizar nuevos estudios.

En el trabajo de Clement, H. solo se reportan dos proteinas de 25y 46 KDa.

En el caso de Scolopendra viridis Say, se reportan tres mas, con los siguientes pesos
moleculares >112,75, y 18 KDa.

En Scolopendra polymorpha se reportan cinco mas, con los siguientes pesos moleculares
>115, 32, 22, 11, 5. Seria interesante conocer la actividad enzimatica que presentan cada

una de las proteinas identificadas para futuros estudios.

Como podemos observar, entre los trabajos reportados y lo obtenido en éste, hay varias
proteinas que no fueron reportadas, esto posiblemente se pueda deber a ciertos factores que
pudieron haber interferido en la identificacion de proteasas en los venenos de las otras
especies, solo por mencionar algunos factores, es la diferencia del habitat, la ecologia del
ciempiés, que tanto sea su depredacion, las condiciones de cautiverio en la cuales se
mantuvo al ciempiés, el tipo de alimentacién (en este caso eran tenebrios cada tercer dia, y
como estaban aislados, eso hace que el ciempiés no este estresado ya que no estaban
presionados para utilizar su veneno, sea para defensa o para su alimentacion.

Seria interesante poder caracterizar a cada uno de ellos, para poder conocer mas a fondo a

gue tipo de proteasa pertenecen, y cual es su funcion principal.

Finalmente, el ensayo de turbidimetria se realizé bajo tres condiciones de temperatura 30,

40y 50° C y de pH 4, 6 y 8, el resultado mostro una disminucion en la absorbancia, con lo
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que se determind el porcentaje de degradacion, con el veneno total de Scolopendra viridis

Say y Scolopendra polymorpha.

Entre las tres temperaturas empleadas con los tres pH 4, 6 y 8, observamos las mejores
condiciones para realizar esta prueba, las cuales son, con una temperatura de 30y 40 ° C, el
pH 6 es el adecuado. (Figura 21y 22)

Como se puede observar, las proteasas efectivamente llevan a cabo el proceso de hidrolisis,
por lo tanto, podrian ser de gran interés a nivel biotecnoldgico.
Es importante buscar nuevas técnicas para poder caracterizar cada una de las proteinas

encontradas, asi como también su actividad enzimatica.
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10.- CONCLUSIONES.

+ En el perfil proteico de S. viridis Say, se observan 27 bandas proteicas dentro de un rango

de marcadores de peso molecular de 10 a 250 KDa.

¢ En el perfil proteico de S. polymorpha, se observan 16 bandas dentro de un rango de

marcadores de peso molecular de 10 a 250 KDa.

¢ Los venenos de Scolopendra viridis Say y Scolopendra. Polymorpha, si tienen actividad

de proteasa.

¢ Los pesos moleculares aproximados que presentan actividad de proteasa en Scolopendra
viridis Say, son: >112,75,45,25y 18 KDa.

¢ El peso molecular aproximados que presentan mayor actividad de proteasa en

Scolopendra viridis Say, es uno > 112 KDa.

¢ Los pesos moleculares aproximados que presentan actividad de proteasa en Scolopendra
polymorpha son: >115, 32, 26, 22, 11, 5. KDa.

¢El peso molecular aproximados que presentan mayor actividad de proteasa en

Scolopendra polymorpha, es uno > 115 KDa.

¢ Las mejores condiciones para que se lleve a cabo un mayor porcentaje de degradacion,

son con un pH de 6, en una temperatura de 30 y 40 °C.
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11.-PERSPECTIVAS.

Estudiar todas las proteinas, que estan presentes en el veneno de Scolopendra viridis

Say y Scolopendra polymorpha.

Separar y purificar parcial o totalmente las proteinas presentes en el veneno de

Scolopendra viridis Say y Scolopendra polymorpha.

Realizar los estudios correspondientes, para caracterizar cada una de las proteinas

identificadas.

Evaluar otro tipo de actividad enzimatica.
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13.- ANEXOS
13.1. Método de Lowry

Albumina de suero bovino (BSA)

Carbonato de sodio (Na2CO3)

Hidrdéxido de sodio (NaOH)

Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H406.4H20)
Sulfato ctprico (CuSOy)

Folin Ciocalteau

Reactivos:

Solucion A: Na2CO3 2%

Soluciéon B: NaOH 0.1 M

Solucion C: KNaC4H406.4H20 al 1%

Soluciéon D: CuSOgs al 1%

Solucién E: Folin

Solucion F: BSA 3 mg/ml.

Solucién 1: Carbonato de Sodio con Hidréxido de Sodio en 100 ml.
Solucion X: Por cada 25 ml. de Solucién 1, agregar 250 pul de solucion
CyD.

Soluciones:

Curva Estandar de proteina

TUBO (B“SI)A ’{‘MCI;UA MUESTRAS SOL.X | FOLIN E)?IS s
1 1 ml. Blanco
2 (1pg) 999.67 pl | ---
0.33 ul
3 (3u9) 999 ul
1l
4 (75ug) | 9975l | — 2ml. | 00uh
2.5 ul
5 (1pg) 5| 995 ul
ul
6 999.5ul 0.5l

La densidad optica se lee en un espectrofotometro Gennesis 10S/UV/VIS, a 560 nm.
Agregado el folin, se incuba 15 min. a temperatura ambiente para que haga reaccion, y
posteriormente se hacen las lecturas, y se obtiene el resultado a través de una regresion
lineal para obtener los valores de r, my b. La formula para el célculo es y= mx+b que ya
despejada queda x= y-b/m donde “y” es igual a la lectura de la muestra.
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13.2. SDS-PAGE 12%.

Reactivos:  Acrilamida
Bis-acrilamida
Tris base
Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Persulfato de amonio (APS)
Tetrametiletilenediamina (TEMED)
Glicina
Acido acético
H.0 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%
Bufferde corrida pH 8.6: Tris base 0.25 M/Glicina 0.19 M/ SDS 0.1 %
BSA 3ug/ul
Bufferde carga: SDS 4%/Glicerol 20%/Azul de bromo fenol 0.05%/Buffer
dearriba.

PREPARACION DEL GEL

Gel 19% Gel 4%
separador concentrador

H20 Mili-Q 1.36 mi H20 Mili-Q 850 ul
Acrilamida 1.6 ml Acrilamida 208 ul
Tris pH 8.8 1.04 ml Tris pH 6.8 156 pl
SDS 10 % 56 ul SDS 10 % 12.5 ul
APS 10% 56 ul APS 10% 12.5 pl
TEMED 8 pl TEMED 8 ul

Ya que se tiene el gel polimerizado, se coloca en el casset de carga, donde serd sumergido
en buffer de corrida, y se cargaran las muestras previamente suspendidas en buffer de
carga, se corre con un flujo de corriente de 50 V, para empaquetar las muestras y que pasen

al gel separador, posteriormente se sube la corriente a 75 V' y se deja durante 2 hrs.
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13.3. Tincion de coomassie y plata.
Reactivos:  Metanol
Acido acético
Azul de coomassie R-250
Soluciones: Metanol 45.45%

Acido acético 9.2 %
Azul de coomassie R-250 0.25 %

TINCION DE COOMASSIE (Limite de deteccion 1 mg. de proteina).

Transcurrido el tiempo de corrida, el gel es transferido a una solucion de coomassie
(Metanol 30%/Acido acético 10 %/Azul de coomassie R-250 0.25%) durante 30 min.,

posteriormente se retirara el azul de coomassie y se adicionara una solucion destefiidora

(Metanol 30 %/Acido acético 10 %/Agua 60 % grado mili-Q), realizando los cambios

necesarios para eliminar el exceso del colorante, y de esa forma poder visualizar las bandas

de interés.

Reactivos:

Solucion:

Metanol

Acido acético
Tiosulfito de sodio
Nitrato de plata
Carbonato de sodio
Formaldehido
Etanol

Metanol 50%

Acido acético 10%, 0.1%
Tiosulfito de sodio 0.2 g/L.
Nitrato de plata 2 g/L:
Carbonato de sodio 0.145 M
Formaldehido 0.0014%
Etanol 20%.

TINCION DE PLATA (Limite de rango de deteccion 5 a 10 ug de proteina).

Una vez terminada la electroforesis, el gel es transferido a una solucion fijadora o

destefiidora (metanol 30%/Acido acético 10 %/agua 60%) durante 30 min., después se

retira la solucién y se lava con etanol al 20% por 20 min., enseguida se lava 20 min. con

53| Pagina



agua grado milli-Q, para despues adicionar Tiosulfito de sodio (0.2 g/L) durante 5 min., se
realiza otro lavado con agua grado milli-Q, para incubar el gel en nitrato de plata (2 g/L) en
obscuridad durante 30 min., después lavar nuevamente con agua milli-Q 20 segundos,
finalmente el gel es revelado con una solucién reveladora (carbonato de sodio 0.145 M/
Tiosulfito de sodio 0.2 g/L/ Formaldehido 0.0014%), la reaccion es frenada con Acido

acético 1%.

13.4. Solucién destefidora.
Reactivos: Metanol
Acido acético
Agua
Soluciones: Metanol 30 %

Acido acético 10 %
Agua 60 %

13.5. Actividad de proteasa directa.

Reactivos: Tris- base
Gelatina
Soluciones: Buffer Tris-Base 0.1 M pH 7.9

Gelatina al 15 %

Para realizar la placa, la gelatina se disolverd en el buffer Tris- Base, calentandolo
suavemente en el microondas, ya disuelto la gelatina se vertera en una caja petri hasta que

se gelifique.
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13.6. Zimograma con 1.5 % de gelatina para la actividad de proteasa.

NOTA: SDS-PAGE 12% ver anexo 13.2

Reactivos:

Soluciones:

Gelatina comercial
Trit6on-100
Tris

Gelatina 1.5%

Tris 20 mM pH 6.8
Triton X-100 0.5%
Tritén X-100 0.05%

PREPARACION DEL GEL

Gel 12%
separador

H20 Milli-Q 1.36 ml
Acrilamida 1.6 ml
Tris pH 8.8 1.04 ml
SDS 10 % 56 pl
APS 10% 56 ul
TEMED 8 ul

Gel 4%
concentrador

H20 Milli-Q 850 pl
Acrilamida 208 pl
Tris pH 6.8 156 pl
SDS 10 % 125 ul
APS 10% 125yl
TEMED 8 ul

Para la preparacion de este gel, el agua se mezcla con 1.5% de gelatina por separado, y se

calienta para poder disolver, después se incorpora el resto de los reactivos del gel

separador, al gel obtenido, se le realizan 2 lavados de 30 min. cada uno, donde el primer

lavado sera con Triton X-100 0.5%, después, el segundo lavado sera con Triton X-100

0.05%, el gel se incubara en buffer de Tris 20 mM pH 6.8, se incuba en cdmara himeda a

34° C durante 1 hr. para después dejarla incubada a temperatura ambiente 12 hrs. 0 mas,

segun lo requerido, finalmente se tefiira con azul de coomassie R-250.
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13.7. Célculo del Rf de las bandas.
(Distancia migrada por la proteina / distancia migrada por el frente.)

Para calcular el peso molecular aproximado de cada una de las bandas encontradas en el

veneno total del ciempiés por regresion lineal, se hace lo siguiente:

Marcadores LOGS Distancia Distancia de Distancia de corrida del Valores
marcadores recorrida de los corrida del gel gel/ Distancia de los r
(x) marcadores marcadores m
v b
Muestra Distancia de Distancia recorrida de la Valores PM
corrida del gel proteina r

m
b

13.8. Solucion para electroelusion.

Reactivos: Tris Base HCI
Soluciones: Tris 50 mM pH 6.8

NOTA: El buffer que se coloca dentro del tubo, tiene que ser limpio, lo que esta en la

camara se puede reutilizar.

13.9. Condiciones para la determinacion de la actividad de proteasa por ensayo
turbidimétrico.
La turbidimetria es una técnica dptica que se sustenta basicamente en los fendmenos
oOpticos que ocurren durante el paso de un haz de luz a traves de un medio, tiene la ventaja
de permitir la valorizacion cuantitativa, sin separar el producto de la solucién, las

mediciones pueden efectuarse con cualquier espectrofotémetro.
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Reactivos:

Soluciones:

Tris Base HCI
Acido tricloroacético (TCA)
Gelatina comercial.

Tris 0.2MpH4,6y8
Acido tricloroacético 0.44 M
Gelatina 0.3% en Tris (4,6 y 8)

Curva estandar de hidrolisis.

[1 Gelatina 0.3% Tris con gelatina Agua ABS 280 nm TCA 044 M  Vol. final
0.3%

30 ug 10 pl 190 pl
75 ug 25 pl 175l — =

3 o
150 ug 50 ul 150 pul Q P
250 ug 83.5 116.5ul -
600 ug 200 pl

NOTA: Los calculos cambiaran dependiendo de la concentracion deseada.

Muestra Tris

Blanco 200 pl

Control - | —--

Control +
VTIS2ug | oo

VTvS 10pug | -—--

VTplOpg | -

Tris con | Veneno Veneno Veneno TCA ABS
gelatina de total total Sp | 0.44M | 280nm
0.3 % serpiente SvS
200 pl
=
o
180 ul 20 pl S
1996l | - 04l | e
199.7 ul 0.3 ul

NOTA: Este ensayo se realizd bajo condiciones de temperatura controladas de 30, 40 y 50

°C y con un pH de 4, 6 y 8 cada una, el buffer con la enzima se dejé durante 15 min en la

temperatura deseada (para que se llevara a cabo la hidrolisis enzimética), pasado el tiempo,

la reaccion se detuvo con 120 pl de TCA 0.44 M, dejandolo 15 min en frio, posteriormente

se centrifugo durante 15 min a 13000 rpm, para finalmente leer las lecturas a 280 nm.
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