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RESUMEN

Se caracterizd, desde los punto de vista quimico y bioldgico, los
componentes proteicos presentes en el veneno del escorpion Tityus
gonzalespongai que presentan actividad sobre promastigotes del parasito
Leishmania mexicana mexicana, el cual es responsable de la Leishmaniosis
cutanea. Se demostré que el efecto leishmanicida producido por el veneno de
T. gonzalespongai, asi como el del escorpion T. discrepans, depende de la
dosis del toxico. La cromatografia mediante exclusion molecular en Sephadex
G-50 del veneno de T. gonzalespongai produjo tres fracciones (Tgl, Tgll y Tglll),
de las cuales Tglll presentd la mayor actividad leishmanicida (77% de
mortalidad en promastigotes), en comparacién con el veneno crudo (81%). La
fraccion Tglll fue posteriormente sujeta a fraccionamiento mediante
cromatografia liquida a alta presion en fase reversa, generandose 16
subfracciones. De éstas, HPLC-13 Y HPLC-14 presentaron el mayor efecto
leishmanicida, con 100% y 80% de mortalidad en L. m. mexicana,
respectivamente, ensayadas a 1 ug/ml. La evaluacion de la composicion de
HPLC-13 mediante espectrometria de masas tipo MALDI-TOF y electroforesis
en gel de poliacrilamida, en presencia de urea y acido acético, reveld la
presencia de un unico componente con una masa molecular de 6 880,97 g/mol.
Estos hallazgos corroboran evidencias previas sobre la potencia antiparasitaria
del veneno de escorpiones venezolanos y permiten caracterizar, por vez
primera, los componentes antiparasitarios presentes en el veneno de T.
gonzalespongai, los cuales se podrian servir de base para el disefio de nuevas
drogas leishmanicidas.

Palabras claves: Escorpiones, Leishmania, Leishmaniosis.
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INTRODUCCION

Evoluciéon historicay diversidad de los escorpiones de importancia
medica

Los escorpiones (Phylum Arthropoda, Subphylum Chelicerata, Clase
Arachnida, Orden Scorpiones) son los artropodos mas antiguos de nuestro
planeta, remontandose su origen al periodo Silurico, aproximadamente entre
425 y 450 millones de afos. Descienden de la familia de los Euriptéridos o
escorpiones marinos (Fet y Lowe, 2000). Los escorpiones de la actualidad
pueden ser clasificados, con base en sus propiedades anatémicas, en 18
familias: Bothriuridae, Buthidae, Chactidae, Chaerilidae, Diplocentridae,
Euscorpiidae, Hemiscorpiidae, Heteroscorpionidae, Iuridae, Liochelidae,
Microcharmidae, Pseudochactidae, Scorpionidae, Scorpiopidae,
Superstitioniidae, Troglotayosicidae, Urodacidae y Vaejovidae (Prendini y
Wheeler, 2005).

La familia Buthidae posee la mas amplia distribucion geografica en el
mundo y contiene las especies de mayor importancia clinica y epidemiolégica
(Borges, 1996; De Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006). La Familia
Buthidae contiene, al menos, cinco géneros de importancia médica en el
mundo. Asi, especies pertenecientes a los géneros Androctonus (Norafrica,
zona del Mediterraneo, Medio Oriente), Leiurus (Medio Oriente), Mesobuthus
(India, Pakistan), Buthus (Mediterraneo y Sureste de Asia), Centruroides
(Sureste de los Estados Unidos, México, América Central y el norte de
Suramérica) y Tityus (América del Sur y el Caribe), han producido la mayoria de

las fatalidades debidas a envenenamientos por escorpiones (Borges, 1996).

El cuerpo de los escorpiones se divide en prosoma y metasoma,
correspondiendo la primera seccion a los apéndices prensores o pedipalpos y al

abdomen, y la segunda a la cola del artrépodo, la cual consiste en seis



segmentos, el ultimo de los cuales se denomina telson e incluye un par de
glandulas en donde se produce el veneno (Borges, 1996). Esta secrecion es
inyectada en el cuerpo de la victima mediante un aguijon, el cual funciona a la

manera de aguja hipodérmica (figura 1).

Segmento
Caudal

Telson

Figura 1. Escorpion Tityus gonzalespongai. (A) Prosoma. (B) Metasoma
(tomado de Quiroga et al., 2004).

El Género Tityus como responsable de la mayoria de los accidentes en
América del Sur, incluyendo Venezuela

El género Tityus contiene el mayor numero de especies en toda la familia
Buthidae en América del Sur (Fet y Lowe, 2000; Lourengo y Bruehmdueller-
Ramos, 2004) y, particularmente, en el territorio venezolano (Rojas-Runjaic y
De Sousa, 2007) (figura 2). Estas especies se distribuyen desde Costa Rica
hasta el norte de Argentina (Lourenco, 2002). EI envenenamiento humano por
algunas especies de Tityus representa emergencia pediatrica en Colombia
(Otero et al., 1998; Otero et al., 2004; Saldarriaga y Otero, 2000), Venezuela
(Borges, 1996; De Sousa et al., 2000; Borges y De Sousa, 2006; De Sousa et
al, 2007) Brasil (Biondi-Queiroz et al., 1996; Lourenco y Cuellar, 1995; Lourengo

et al., 1996) y Panama (Coronado et al., 2008). Actualmente, para Venezuela se



reconocen 5 familias, 17 géneros y 184 especies (Rojas-Runjaic y De Sousa,
2007). De ellas, las familias Buthidae y Chactidae, son las mas diversas, tanto
en numero de géneros como de especies, reuniendo el 51,6% y 43% de las
especies venezolanas, respectivamente, siendo Tityus, el género mas
especioso dentro de la familia Buthidae; en términos de su alta diversidad
toxinoldgica y filogeografica, conteniendo un total de 52 especies (28,3% de la
escorpiofauna del pais) (Borges y De Sousa, 2009; Borges et al., 2008; Borges
et al., 2010a).
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Figura 2. Distribucidon geografica (area sombreada de color azul) del género
Tityus en Venezuela. (1) Ubicacion geografica del escorpion Tityus
gonzalespongai.

Del total de especies de escorpiones de Venezuela, 11 han sido
identificadas e incriminadas como responsables de accidentes graves y/o
fatales: T. zulianus, T. valerae (regidon Andina), T. perijanensis (Sierra de Perija,
occidente del estado Zulia), T. falconensis (Centro-Occidental en el Macizo
Coriano), T. pittieri, T. isabelceciliae, T. discrepans (Centro-Norte Costera), T.
quirogae, T. nororientalis, T. caripitensis y T. neoespartanus (Nororiental e

Insular). Tres especies adicionales (T. barquisimetanus, T. sanarensis y T.



ivicnancor) habitan areas del estado Lara, donde se han reportado casos
severos (Borges y De Sousa, 2006); a los cuales ahora se agrega T. breweri
(Borges et al., 2010b). Existen estudios que demuestran que el grado de
complicacion derivada del envenenamiento escorpidénico, depende de la
especie involucrada. Tal es el caso que una picadura por T. zulianus (estados
Mérida y Tachira, Occidente de Venezuela), a menudo, produce complicaciones
respiratorias y muerte por edema pulmonar (Borges et al., 2002; Mazzei de
Davila et al., 2002), mientras que el envenenamiento por T. discrepans en el
norte y centro de Venezuela causa principalmente desérdenes pancreaticos y
gastrointestinales (Mota et al., 1994). Lo antes descrito indica la existencia de
diferencias estructurales y/o funcionales entre los componentes toxicos de
dichas especies (Borges et al., 2004; Borges et al., 2006a; Borges y De Sousa,
2006).

Composicién quimicay funcién de las toxinas de escorpiones

Un udnico veneno de escorpién puede contener entre 100 y 200
componentes de origen polipeptidico, cada uno con propiedades
farmacoldgicas distintas (Possani et al., 1999). Dichos componentes téxicos
presentes en los venenos de algunos géneros de la familia Buthidae, son ricos
en polipéptidos que alteran el funcionamiento de canales idénicos que, a su vez,
son modulados por el potencial transmembrana, los cuales regulan, en la
musculatura esquelética y en los tejidos nerviosos de mamiferos, la contraccién
muscular y la conduccion del impulso nervioso, respectivamente. Este efecto es
opuesto a la actividad predominantemente enzimatica, hemolitica y/o citolitica,
encontrada en venenos de especies de las familias Scorpionidae y Chactidae
(Lazarovici et al., 1984). Adicionalmente, se puede mencionar que existen
varios tipos de canales voltaje-dependientes, entre los cuales, los especificos
para el ion sodio controlan la magnitud del potencial de accién en tejidos

excitables de insectos y vertebrados.



De acuerdo con su importancia médica, el veneno de escorpién ha sido
clasificado de la siguiente forma: (a) toxinas de cadena larga (entre 60 y 76
aminoacidos), entrelazadas por 3-4 puentes disulfuro, las cuales afectan los
canales de sodio sensibles al voltaje presentes en el tejido muscular y nervioso;
(b) péptidos de cadena corta (entre 20 y 30 aminoacidos), igualmente
entrelazadas por 3-4 puentes disulfuro, los cuales afectan cerca de 100
isoformas diferentes de canales de potasio presentes en varios tejidos y tipos
celulares; (c) péptidos con puentes disulfuro que poseen actividad
antimicrobiana y fungicida, los cuales forman poros inespecificos en las
membranas plasmaticas de estos organismos; y (d) péptidos que carecen de
puentes disulfuro cuyo blanco farmacolégico aun no ha sido identificado (Corzo
et al., 2001; Moerman et al., 2002; Zeng et al., 2005). En menor proporcion,
existe en estos venenos la enzima hialuronidasa, la cual degrada el acido
hialuronico del tejido conectivo, facilitando la difusién de las toxinas hacia sus
blancos farmacoldgicos desde el sitio de inyeccion del veneno (Pessini et al.,
2001).

Las toxinas de escorpidon que afectan los canales de sodio son
polipéptidos basicos de 61-76 aminoacidos que pueden ser divididos en dos
grupos o clases, a y B, de acuerdo a los efectos fisioldgicos y propiedades de
acoplamiento (Jover et al., 1980; Couraud et al., 1982; Gordon et al., 1998). Las
toxinas a se caracterizan por impedir la inactivacion de las corrientes de sodio
(Stricharrtz et al., 1987). Las toxinas B son tipificadas por sus efectos en la
activacion del canal de sodio; practicamente ellas cambian la dependencia del
voltaje de activacion a potenciales de membrana mas negativos (Gordon, 1997;
Possani et al., 1999).

Leishmaniosis y Tripanosomosis en América del Sur: relevancia clinicay
necesidad de nuevas estrategias terapéuticas empleando productos
naturales



Los parasitos protozoarios del género Leishmania, causan un espectro
de enfermedades colectivamente referidas como leishmaniosis (Jorquera et al.,
1998), la cual afecta a millones de personas a nivel mundial. Los miembros mas
representativos de este género son Leishmania (Viannia) braziliensis,
responsable de la forma mucocutanea de la enfermedad, Leishmania
(Leishmania) mexicana causante de la leishmaniasis cutdanea y Leishmania
(Leishmania) chagasi, responsable de la forma visceral (OMS, 1990). En los
actuales momentos se encuentra bien determinado el ciclo biolégico de la
leishmania, el cual, inicia con la picadura de un insecto (fleb6tomo) al
hospedero vertebrado con la ingesta de sangre y linfa que contiene amastigotes
(forma intracelular del parasito), éstos sufren un cambio progresivo en el tracto
digestivo del vector hasta convertirse en una forma alargada que desarrolla un
flagelo, los cuales se multiplican por fisidbn binaria, manteniéndose por un
tiempo de ocho a veinte dias en su forma infecciosa (promastigotes), hasta el

momento en que el vector recurra a alimentarse nuevamente (figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de los parasitos del género Leishmania y sus diferentes
estadios en el vector (mosquito) y en el ser humano.
A pesar de su importancia epidemioldgica, no existen estrategias

especificas para el tratamiento de cualquiera de sus formas (Croft, 2001). En tal

sentido, las corrientes de investigacion se dirigen hacia el desarrollo de agentes



quimioterapéuticos como componentes leishmanicidas baratos y menos toxicos
y hacia la busqueda de componentes anti-Leishmania en distintos venenos de

origen animal.

Existen estudios sobre el empleo de venenos crudos de serpientes que
demuestran inhibicion del crecimiento de Leishmania spp. y accién tripanocida
sobre Trypanosoma cruzi (Tempone et al.,, 2001; Castillo-Vigil et al., 2008).
También, se ha demostrado que el veneno de varios grupos filogenéticos de
aracnidos son fuentes de proteinas y péptidos toxicos que poseen actividad
antiparasitaria (Kuhn-Nentwig, 2003). En este sentido, los venenos de escorpion
también contienen péptidos sin puentes disulfuro con actividad antimicrobiana y
antifungicida (Corzo et al., 2001; Moerman et al., 2002; Zeng et al., 2005).

En este ultimo sentido, se puede mencionar que siendo los parasitos del
género Leishmania sensibles a péptidos antimicrobianos o antagonistas de
canales ionicos (Borges et al., 2006), es factible el hallazgo de componentes

leishmanicidas en los venenos de escorpion como se detalla a continuacién.

Especificidad filogenética del efecto de las toxinas de escorpiones;
posible empleo como agentes anti-parasitarios

Es conocido el hecho que las toxinas presentes en los venenos de
escorpiones son especificas hacia receptores de diferentes grupos animales,
vertebrados e invertebrados. Asi, existen en estos venenos toxinas especificas
contra insectos, mamiferos y crustaceos, lo cual se ha establecido como
resultado de la evolucion en la relacion presa-predador en la historia de los
escorpiones. Los canales ionicos sensibles al voltaje, blancos por excelencia de
las toxinas de escorpion, aun cuando funcionalmente responden de manera
similar independientemente del grupo filogenético, presentan estructuras
diferentes, situacion que permite una sensibilidad diferencial frente a un mismo

farmaco o toxina (Strichartz et al., 1987).



Es de igual importancia la presencia de toxinas en los venenos de
escorpion, con capacidad de formar poros inespecificos en las membranas de
organismos, tales como hongos y bacterias, cuyo objetivo es impedir el ataque
microbiano y/o fungicida en la glandula del veneno, principal o6rgano
defensivo/ofensivo del escorpién (Corzo et al.,, 2001; Moerman et al., 2002;
Zeng et al., 2005).

En vista de la amplia gama de componentes activos contra organismos
pertenecientes a varios niveles de la escala evolutiva, resulta de interés
explorar la posibilidad que los venenos de escorpiones contengan componentes
activos en contra de parasitos flagelados del Orden Kinetoplastida, los cuales
son responsables de varias enfermedades terminales en humanos y para las
cuales no existen aun terapias especificas y sin efectos colaterales. En este
sentido, el empleo de venenos de origen animal como posible fuente de
componentes activos en contra de protozoarios nocivos para el hombre es de
data reciente. Borges et al. (2006b) demostraron que el veneno de T.
discrepans, especie endémica de la region central de Venezuela, presenta
actividad leishmanicida (anti-Leishmania mexicana mexicana) asociada a una
fraccion termolabil de baja masa molecular. En vista de la rapida cinética del
efecto leishmanicida (los efectos son evidentes tan pronto como 15 minutos
luego de la incubacién con el veneno), estos autores han postulado que el
efecto del o los componentes activos ocurra a nivel de la membrana plasmatica,
sin involucrar transporte y efecto ulterior a nivel citoplasmatico (Borges et al.,
2006b).

En tal sentido, se planted en este trabajo de investigacion, como objetivo
principal, caracterizar quimica y biolégicamente los componentes con actividad
leishmanicida del veneno de T. gonzalespongai (Scorpiones, Buthidae), especie

del nororiente del pais descrita por Quiroga et al. (2004). Por otra parte, existen



evidencias experimentales que demuestran la importante actividad anti-
Leishmania que presenta el veneno del escorpion T. gonzalespongai. Borges et
al. (2007), en un sondeo de la actividad antiparasitaria de doce venenos de
escorpion del género Tityus, hallaron que esta especie nororiental, junto con T.
discrepans y T. nororientalis, contiene el veneno con actividad leishmanicida

mas potente.

Para lograr el objetivo planteado, fue necesario efectuar ensayos con los
extractos aislados. Esto se logr6 mediante la aplicacién inicial de cromatografia
de exclusiéon molecular, la cual permitié separar diferentes compuestos activos
del veneno de acuerdo a sus masas molares y, finalmente, por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) en fase reversa, se obtuvieron los compuestos
con mayor actividad del veneno, de menores masas moleculares y de

naturaleza catidnica.
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METODOLOGIA

Area geograficay método de captura de los especimenes de escorpion
Tityus gonzalespongai

Los ejemplares de T. gonzalespongai fueron capturados en el area
geografica que se encuentra ubicada al noreste del estado Anzoategui, limites
con los estados Monagas y Sucre, en el municipio Freites, entre las
coordenadas 64°22'39” y 64°22'70” W, 10°00'44” y 10°01’17” N (GPS Garmin 2
000 E-Trex®). La localidad de captura se encuentra en la hacienda cafetalera La
Orquidea (cerro La Laguna, 1 600 m de altitud). Esta hacienda dista unos 4,8

km del caserio La Piedra de Mundo Nuevo, parroquia Libertador (figura 4).

Hacienda Cafetalera“La
Orquidea” de MundoNuevo

e )
— - =

MAR CARIBE

COLOMBIA

20 BRASIL

61"

73" 7 69° 67" 65" 63" 59

Figura 4. Mapa de coordenadas para la ubicacién de la zona de captura de
especimenes de Tityus gonzalespongai.

Los ejemplares fueron localizados durante el dia bajo troncos, en el

interior de la corteza desprendida de los arboles y en la base de plantas de
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cafeto (Coffea arabica). Durante la noche, se utilizaron lamparas portatiles de
luz ultravioleta. Posteriormente, fueron trasladados al laboratorio, donde se

mantuvieron vivos para la extraccion de veneno (De Sousa, 2006).

Los ejemplares se ingresaron, depositaron y catalogaron como material
de referencia en la Coleccion de Escorpiones del Laboratorio de Toxinologia
(CELT), Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad de Oriente, Nucleo de
Anzoategui (De Sousa et al., 2009). Se capturé un total de 153 ejemplares de T.

gonzalespongai adultos.

Obtencidén del veneno de escorpién Tityus gonzalespongai

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica, segun técnica
desarrollada en el Laboratorio de Alacranologia, Escuela de Ciencias de la
Salud, Nucleo de Bolivar, Universidad de Oriente (Quiroga et al., 1982). Cada
ejemplar se coloco sobre una rejilla metalica (humedecida para garantizar un
buen contacto con el artropodo) y se sujetd el extremo caudal con un electrodo
ubicado en la regién intersegmental (entre el V segmento caudal y el telson),
cerrando el circuito eléctrico (tanto la rejilla como el electrodo de estimulacion
estaban conectados a un Neuroestimulador (PHIPPS-BIRD, modelo 611) (figura
5B). Los estimulos eléctricos presentaron las siguientes caracteristicas: pulsos

rectangulares (6 pulsos/s), de 100 ms de duraciéon y 30 V/pulso.

La estimulacion se realizo aplicando de 5 a 8 trenes de pulso entre 10 y
20 segundos cada uno, que dependi6 de la cantidad de veneno expulsado por

cada escorpion.

El veneno eyectado desde el aculeo, de ejemplares machos y hembras,
fue recogido, de forma separada, en tubos capilares de 100 pl de capacidad vy,

luego, transferidos a tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad y preservado en



12

refrigeracion a -20°C, hasta el momento de su procesamiento. El veneno del
escorpion T. discrepans empleado en la comparacién del dafio estructural
producido por éste y por el veneno de T. gonzalespongai fue gentilmente cedido
por el Dr. Adolfo Borges, quien lo obtuvo de ejemplares colectados en San

Antonio de Los Altos, estado Miranda.

Figura 5. Técnica de estimulacién eléctrica del telson para la extraccion del
veneno de escorpion Tityus gonzalespongai de acuerdo a la técnica de Quiroga
et al. (1982).

Procesamiento de las muestras del veneno de Tityus gonzalespongai

El veneno crudo fue resuspendido en 1 ml de agua bidestilada y agitado
en Vortex (Super-Mixer?), consecutivamente, se centrifugé a 14 000 rpm
(centrifuga Labnet para tubos Eppendorf, modelo Z180M) por 20 minutos.
Luego, la fraccién soluble del veneno fue transferida a tubos Eppendorf de 1,5
ml de capacidad y preservado en refrigeracion a -20°C, hasta el momento de su
procesamiento. El sedimento, con detritos celulares y moco, fue descartado (De
Sousa, 2006).

Cuantificacién de la cantidad total de proteinas del veneno Tityus
gonzalespongai

Se determind la concentraciéon de proteinas en la fraccion soluble del

veneno (obtenida por centrifugacion). Se efectué una dilucién de 1/20 del
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veneno crudo en agua bidestilada, y se determiné su concentracion de
proteinas mediante el método de Lowry et al. (1951), la cual consistié en afadir
a una alicuota de la dilucién del veneno, 2,5 ml de una solucion alcalina de
cobre (Cu2+), previamente preparada antes del ensayo, compuesta por
carbonato de sodio al 2% m/V (preparada en 0,1 mol/l hidroxido de sodio),
sulfato de cobre pentahidratado al 1% (m/V), tartrato de sodio y potasio al 1%
(m/V). Seguidamente, se procedié a agitar la muestra. Posteriormente, se
afiadieron 250 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdotungstico),
agitando vigorosamente y dejando en bano de maria a 37°C por 10 min.
Finalmente, se dio lectura a las mismas en el espectrofotometro (Beckman DU
640) (Figuras 6A y 6B), a una longitud de onda de 750 nm.

Alicuotas de s A
Patrén de 10. 20. 40. 80 €
, 20, 40, ~ Se
BSA J\ y 160 pl de J\ ahaden | \
. 2,5ml de complementa Se agita
05 “/ patron de V ’ a 500 ul con ‘|/ g
’ BSA 05 reactivo H vigorosamente
ma/ml ) ’I de Lowry agua destilada {}
mg/m
Se leen cada una de Se agita Se afiaden 250
las alicuotas en un vigorosamente y se ul de reactivo de
espectrofotémetro a [ | dejareposar por 10 Folin
750 nm min B
Alicuotas de 5, 10, 15, 20,
Veneno crudo o . Dilucion a 1 30 y 50 pl de veneno crudo
fraccién de Tityus Alicuota ml con agua o fraccion
. de 50 yl .
gonzalespongai destilada v
Se afiaden 250 Se afiaden
ul de reactivo de J Se agita Sgoi)omsrzgfaa <:: 2,5ml de
Folin vigorosamente i
{} *‘ g destilada reall_c;:,\;:)yde
Se agita Se leen cada una de

las alicuotas en un
espectrofotometro a
750 nm

vigorosamente y
se deja reposar
por 10 min

=

Figura 6. Técnica para cuantificacion de proteinas segun Lowry et al. (1951). (A)
Dilucién del patron de BSA. (B) Cuantificacion del veneno crudo o fraccion de
Tityus gonzalespongai.
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La concentracion de proteinas en las muestras de veneno fue
determinada mediante comparacibn con una curva de calibracion,
simultaneamente elaborada mediante diluciones seriadas de un patrén de
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Chemicals) de 0,5 mg/ml (Figura 7). La
muestra del veneno y su dilucion fueron liofilizadas (Liofilizador Labconco) y
almacenadas a -20°C, hasta su uso en las pruebas cromatograficas y de
actividad bioldgica.

a,3
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0,25 y=0,0035x
R?=0,9965

0,225
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[ =
o v B g 2
= [¥#] u w o]
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0,025

4] T T T T T T T T ]
4] 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentracién de proteina (mg/l)

Figura 7. Curva de calibracion tipica, obtenida durante este trabajo, empleando
BSA como estandar de acuerdo al procedimiento precedente.

Separacién por cromatografia de exclusion molecular de las proteinas de
la fase acuosa del veneno de Tityus gonzalespongai

El veneno crudo (5 mg de proteina) fue eluido en una columna de 0,9 cm
(diametro) x 50 cm (altura), a un flujo de 19 ml/h, empacada con Sephadex G-
50 como fase estacionaria, y como fase movil una solucién amortiguadora de
acetato de amonio 20 mmol/l a pH 4,7. Las proteinas eluidas se detectaron
mediante lectura de absorbancia a 232 nm en un espectofotometro (Beckman
DU 640) (Figuras 8).
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Las fracciones se agruparon segun el perfil del cromatograma. Cada una
de estas fracciones proteicas agrupadas, fueron sometidas a liofilizacion y
posteriormente rehidratadas, para luego evaluar su actividad leishmanicida, de
acuerdo con el método de Borges et al. (2006a). Las concentraciones de
proteinas de las fracciones a ensayar se determinaron usando la técnica de
cuantificacion de proteinas de Lowry et al. (1951), descrita en la seccion

precedente.

: Columna Inyeccion de buffer
Se inyectaron 5 mg

cromatografica de AcAc/AcAm como
de veneno crudo lusiG I |
. exclusién molecular L
de Tityus fase movil

con gel sephadex

gonzalespongai
G-50 {}
Se inyectaron 5
Determinacion Recoleccion de <:: mg de veneno
espectrofotométrica fracciones crudo de Tityus
gonzalespongai

Figura 8. Técnica de separacion de proteinas del veneno de Tityus
gonzalespongai por cromatografia de exclusion molecular.

Separacion de los péptidos leishmanicidas del veneno de Tityus
gonzalespongai mediante cromatografia liquida a alta presion (HLPC) en
fase reversa

Una vez identificadas las fracciones derivadas de la exclusion molecular
con actividad leishmanicida, se procedié a purificar las proteinas bioactivas
mediante cromatografia liquida a alta presion (HPLC) en fase reversa,
empleando para ello un cromatdgrafo Waters™ [(996 Photodiode Array
Detector) (600 Controller) (717 Plus Autosamper)] y utilizando una columna

analitica C-18 de fase reversa (Figura 9).

La cromatografia se efectué aplicando un gradiente lineal, con el uso de

las siguientes soluciones: solvente A = acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% en
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agua; B = 100% acetonitrilo preparado en 0,1% TFA). El gradiente fue el
siguiente: 0-10% B (5 min), 10-90% B (110 min), 90-100% B (5 min), 100-0% B
(5 min). La corrida se realizé a temperatura ambiente a un flujo de 0,4 ml/min y

presion aproximada de 528 psi.

. ucid Corrida de la
Fraccion Tglll Alicuota Dilucién a 1 t |
; :: > > muestra en e
de Tityus de 250 g mi cor? agua
gonzalespongai destilada HPLC

Corrida de la

muestra en el HPLC

Figura 9. Técnica de separacion de proteinas del veneno de Tityus
gonzalespongai por cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

La deteccion de los componentes proteicos aislados se realizé mediante
lectura espectrofotométrica con sistema de arreglo de diodos, a una longitud de
onda de 232 nm (De Sousa, 2006). Las fracciones activas fueron liofilizadas,
reconstituidas en agua bidestilada y almacenadas a -20°C antes de proceder a

evaluar su actividad leishmanicida.

Determinacion de la composicion del veneno y sus fracciones mediante
meétodos electroforéticos

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis en geles de poliacrilamida fue realizada segun el
método de Laemmli (1970). Las muestras se desnaturalizaron mediante la
aplicacién de calor en presencia de beta-mercaptoetanol a alicuotas de cada
fraccion o del veneno crudo; posteriormente fueron colocadas en los pozos del
gel de apilamiento de poliacrilamida, para luego realizar la corrida a corriente

constante en gel de resolucién de poliacrilamida al 15,0 % (m/V), usando
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solucién amortiguadora de corrida compuesta de una solucién de tris-glicina-

dodecil sulfato de sodio (Figura 10).

Alicuota de 3 g de Colocacién del Colocacion del

veneno crudo y fracciones marcador marcador pironina “Y”
de Tityus gonzalespongai

por pozo pironina “Y”
Terminacion y tincion Corrida
del gel electroforética

Figura 10. Técnica de electroforesis de gel de poliacrilamida de proteinas del
veneno de Tityus gonzalespongai.

Al finalizar la corrida, los geles fueron inmediatamente revelados por el
método de tincion con plata, el cual consistioé en lavar por 20 min el gel y luego
sumergirlo en una solucion de AgNO3; 12 mmol/l por 30 min, siendo lavado
posteriormente con agua bidestilada, finalmente la reduccion se efectu6 por 6
min con solucion de NaOH 0,75 mol/l en formaldehido al 0,76% deteniendo el
revelado con solucion de acido acético al 5%. Finalmente, se registraron

digitalmente los geles para su interpretacion.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de urea/acido acético

A fin de mejorar la resolucion de los componentes proteicos cationicos de
similar masa molecular pero que difieren en carga, presentes en las fracciones
bioactivas derivadas de HPLC, se realizaron corridas electroforéticas en
presencia de urea y acido acético de acuerdo al método de Wang et al. (1997).
Con este propésito se elaboraron geles al 12,5 % de acrilamida en presencia de
5 mol/l urea y acido acético al 5% (V/V). La solucion de corrida electroforética
fue 5% acido acético (V/V). Las muestras fueron disueltas en una solucion

compuesta de 5% (V/V) acido acético, 3 mol/l urea y el colorante pironina “Y”
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como indicador de la migracion electroforética. Luego de efectuada la
separacion los geles fueron tefidos con Azul de Coomassie como fue indicado
en la seccion precedente para las electroforesis en condiciones

desnaturalizantes.

Evaluacion de la toxicidad de los peptidos del veneno de Tityus
gonzalespongai sobre promastigotes de Leishmania

Se ensayé el efecto del veneno total del escorpion T.
gonzalespongai en el crecimiento de promastigotes de Leishmania (L.)
mexicana mexicana (cepa MHOM/BZ/82/BEL21). Los parasitos se mantuvieron
a 26°C, cultivados en el medio Infusion Cerebro-Corazén (BHI) (Laboratorios
Difco, Detroit Ml) por cuatro (4) dias, y, luego, se utilizaron los promastigotes
para la determinacion de la toxicidad sobre el parasito. La toxicidad del veneno
sobre promastigotes fue ensayada empleando cultivos exponenciales (500 000
parasitos) obtenidos como se describid anteriormente. Las células fueron
resuspendidas en 200 ul de NaCl 0,85% (m/V) en presencia de 35 pg/ml de
veneno de T. gonzalespongai por triplicado, colocados en placas tipo multiwell
de 96 pozos con fondo plano (Becton Dickinson, New Jersey, EEUU) durante 1
h a 26°C (figura 11). La viabilidad del parasito fue evaluada mediante tincién
con azul de tripano (0,4% en solucién salina), en vista que este colorante tifie

exclusivamente células muertas o en proceso de necrosis.

Alicuota de 35 pg/ml de - =, i
- Inyeccion de 500 Inyeccion de 500 mil
veneno crudo o fraccion . )
. mil promastigotes promastigotes de
de T. gonzalespongai en . .
200 pl de solucion de de Leishmania m. Leishmania m.
NaCl por pozo mexicana por pozo mexicana por pozo

Figura 11. Técnica de evaluacion de toxicidad de proteinas del veneno de
Tityus gonzalespongai en cultivos de promastigotes de Leishmania m.
mexicana.
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El efecto leishmanicida se calculé determinando el numero de células
muertas por efecto de la exposicibn al veneno o a sus fracciones y
determinando luego el porcentaje de mortalidad con base al numero inicial de

células presentes en el medio de ensayo.

Caracterizacion quimica de los componentes escorpiénicos
leishmanicidas mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La fraccion HPLC-13 fue analizada mediante la técnica de
desorcidén/ionizacion en matriz inducida por laser con deteccién por tiempo de
vuelo (MALDI-TOF MS) en un espectrofotdbmetro de masa marca Biflex Il
(Bruker, FRG) (figura 12).

Alicuota de 10 Colocacion de la Ingreso de iones al
pg/ul de fraccion \ Dilucién muestra en la fuente analizador del
HPLC-13 de T. A 1/10 TFA ::> de ionizacién del espectrofotometro de
gonzalespongai espectrofotémetro masa
de masa w

Deteccion de iones

Reporte del espectro de
. ) separados y envio de la
abundancia relativa de HPLC-13

sefal al sistema

Figura 12. Determinacion de la masa molecular del componentes HPLC-13 del
veneno de Tityus gonzalespongai mediante espectrometria de masas por el
método de MALDI-TOF.

Para este fin se utilizaron 1 ug de la fraccion HPLC-13, que luego fue
resuspendida en 100 pl de agua MilliQ y diluidas en un volumen de 1/10 con
0,1% (V/V) de &cido trifluoroacético (TFA).
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RESULTADOS

El estudio de la caracterizacion quimica y biolégica de la actividad
leishmanicida del veneno del escorpion T. gonzalespongai arrojo los siguientes

resultados:

Cuantificacion de la cantidad total de proteinas del veneno crudo de
Tityus gonzalespongai

Se determind la concentracion de proteinas en la fraccion soluble del
veneno crudo, segun el método de Lowry et al. (1951) (Tabla 1), a partir de la
cantidad total de veneno liofilizado y pesado (balanza analitica digital, Marca
Denver Instrument, Modelo APX-60).

Debe sefnalarse que los datos totalizan tres extracciones consecutivas
efectuadas sobre el mismo lote de escorpiones, obteniéndose finalmente los
siguientes resultados, mostrandose que el veneno producido por estimulacion

eléctrica disminuye en cautiverio.

Tabla 1. Concentracion de proteinas del veneno crudo de Tityus
gonzalespongai, por extraccion.

N° Extraccion Masa de veneno Volumen (ml) Concentracion de
(mg) proteinas (mg/ml)

1 30,2378 2,0 15,119

2 85,9706 6,0 14,33

3 46,5220 5,0 9,304

TOTAL 162,7304 13,0
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Cromatografia de exclusion molecular de las proteinas de la fase acuosa
del veneno de Tityus gonzalespongai

El veneno crudo fue eluido en una columna cromatografica usando
Sephadex G-50 como fase estacionaria, y como fase modvil una solucion
amortiguadora de acetato de amonio. Las proteinas eluidas se detectaron

mediante lectura de absorbancia a 232 nm en un espectofotometro.

Las fracciones se agruparon segun el perfil del cromatograma (figura 13)
y su composicion evaluada mediante electroforesis en condiciones disociantes

(en presencia de SDS).
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Figura 13. Cromatograma de exclusion molecular de las proteinas en fase
acuosa del veneno fraccionado de Tityus gonzalespongai, indicando las
fracciones obtenidas. Las barras de la parte inferior indican las fracciones
reunidas en cada grupo. El cromatograma es representativo de las 17 corridas
cromatograficas realizadas.
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Se obtuvieron tres fracciones, de las cuales la dos (Tgll) represento el
mayor porcentaje (78%) de los componentes eluidos, conteniendo proteinas

con masa molecular menor a 14,4 x 10° g/mol (figura 14).
VC I Il [
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Figura 14. Electroforesis del veneno crudo de Tityus gonzalespongai (VC),
primera fraccion (Tgl), segunda fraccion (Tgll) y tercera fraccion (Tglll) en gel
de poliacrilamida al 15% en condiciones disociantes.

Por otra parte, la fraccion Tgl presenta una composicion de proteinas
mas heterogénea, comprendiendo componentes de alta y baja masa molecular.
La fraccién tres (Tglll) presentd el menor porcentaje (6,3%), con proteinas de

masa molecular inferior a 14,4 x 10° g/mol (tabla 2).

Se efectuaron diecisiete (17) corridas cromatograficas con una cantidad
total de 85 mg de proteina sujeta a fraccionamiento, de acuerdo a lo establecido
en la metodologia y con el objetivo de obtener la cantidad de fraccion de
veneno necesario para los ensayos cromatograficos y de actividad biolégica

posteriores.
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Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de las fracciones protéicas en fase acuosa
del veneno fraccionado de Tityus gonzalespongai.

Masa total de veneno Fraccion Masa de la fraccion % de rendimiento

sujeto a fraccionamiento (mg)
(mg)
Tql 0,488 9,76
5 Tqll 3,900 78,00
Talll 0,315 6,30

Evaluacion del efecto estructural del veneno de Tityus gonzalespongai
sobre promastigotes de Leishmania m. mexicana

Se observé el efecto del dafio celular ocasionado por la exposicion del
veneno de T. gonzalespongai sobre promastigotes de Leishmania m. mexicana
en un lapso de 1 h (figura 15), en la cual se evidencia la magnitud de la accién
de los componentes leishmanicidas en comparacion con el veneno de T.

discrepans, ambos ensayados a la misma concentracion (35 pg/ml).

Los paneles a y b muestran promastigotes controles, en medio isoténico
(NaCl 0,85% m/V), mostrando la morfologia elipsoide con estructura flagelar
tipica de la forma extracelular del parasito. Los paneles ¢ y d muestran
parasitos muertos por efecto de la incubaciéon con los venenos, representativos
de varios campos de observacion al microscopio de luz, evidenciandose el

colapso de la estructura luego del periodo de incubacién.
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Figura 15. Efectos estructurales en promastigotes de L. m. mexicana incubados
con los venenos de Tityus discrepans y Tityus gonzalespongai (1 h, 35 ug/ml).
(a,b) promastigotes incubados en solucidn salina isotonica. (c) promastigotes
incubados con veneno de Tityus gonzalespongai. (d) promastigotes incubados
con veneno de Tityus discrepans. Las barras corresponden en todos los casos
alum(c=d).

Evaluacion de toxicidad de los componentes proteicos del veneno de
Tityus gonzalespongai sobre promastigotes de Leishmania m. mexicana

Se probd el efecto de toxicidad de las fracciones Tgl, Tgll y Tglll,
obtenidas por cromatografia de exclusion molécular y del veneno total de T.
gonzalespongai en el crecimiento de promastigotes de L. m. mexicana
resuspendidas en 200 pl de NaCl 0,85% (m/V) complementado con 35 ug/ml de

veneno de T. gonzalespongai (figura 16).
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Figura 16. Mortalidad de promastigotes de Leishmania m mexicana por accion
de los componentes proteicos fraccionados y del veneno crudo de Tityus
gonzalespongai.

Se determiné que la fraccidon tres (Tglll) presenté el mayor efecto
leishmanicida, con 77% de mortalidad para la primera hora y 86% para la
segunda hora de observacion, en comparacion a un 81% y 90% de mortalidad
respectivamente, para el veneno crudo, lo que indicaria una mayor actividad

leishmanicida del veneno crudo y de la fraccion Tglll en funcion del tiempo.

Fraccionamiento de Tglll mediante cromatografia liquida a alta presion
(HLPC) en fase reversa

Una vez que se hubo determinado que Tglll presentaba la actividad
leishmanicida mas elevada entre todas las fracciones obtenidas por exclusion
molecular, se procedié a aislar sus proteinas bioactivas por cromatografia
liquida a alta presion (HPLC) en fase reversa, utilizando una columna analitica
C-18 (figura 17).
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Figura 17. Cromatograma obtenido mediante cromatografia liquida a alta
presion (HPLC) de la fraccion Tglll de Tityus gonzalespongai. Las barras en la
parte inferior del cromatograma indican las fracciones que fueron reunidas para
la preparacion y posterior liofilizacién de cada subfraccion. El asterisco (*) indica
la fraccion HPLC-13, la cual corresponde a un componente peptidico con
potente actividad leishmanicida (véase seccion siguiente).

Luego de esta separacion, se obtuvieron 16 subfracciones, denominadas
desde HPLC-1 hasta HPLC-16. Cada una de las mismas fue posteriormente
liofiizada a fin de ensayar su actividad bioldégica, como se describe a

continuacion.

Evaluacion de la toxicidad de los péptidos derivados de Tglll sobre
promastigotes de Leishmania m. mexicana

Se ensayo la toxicidad de las subfracciones obtenidas por HPLC en fase
reversa del veneno de T. gonzalespongai en promastigotes de L. m. mexicana
resuspendidas en 200 pl de NaCl 0,85% (m/V), pudiéndose determinar que la
subfracciones HPLC-13 y HPLC-14 presentaron el efecto leishmanicida mas
elevado (figura 18), con 100% y 80% de mortalidad respectivamente. Cabe
destacar que tan elevado efecto fue obtenido con s6lo 1 hora de incubacion y a

una concentracion de 1 ug/ml en el caso de ambas subfracciones.
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Figura 18. Actividad leishmanicida de las subfracciones de Tglll obtenidas
mediante HPLC evaluada a través del porcentaje de mortalidad en
promastigotes de L. m. mexicana.

HPLC-13 corresponde al 2,8% del total del material eluido de la columna

de fase reversa, con base al calculo del area bajo la curva del cromatograma.

Evaluacion de la composicion de la subfraccion HPLC-13 mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de urea/ acido acético

Con la finalidad de determinar la composicidn peptidica de la subfraccion
HPLC-13 y su comparacién con otros estadios de la purificacion de los
componentes leishmanicidas, se sometieron a electroforesis en urea/acido
aceético alicuotas de la subfraccion, del veneno crudo y la fraccion Tglll. En vista
de lo escaso del material disponible y de la mas elevada actividad de HPLC-13,

se decidi6 investigar su composicion y postergar la evaluacion de la subfraccion
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HPLC-14 para futuras investigaciones. La figura 19 muestra que HPLC-13
contiene un unico componente peptidico que corresponde con los componentes

mas catiénicos del veneno crudo y de la fraccion de exclusiéon molecular Tglll.

Taln Tawvc HPLC-13

(=)

Figura 19. Composicién peptidica de la subfraccion HPLC-13 del veneno de
Tityus gonzalespongai (1 ug) en comparacion con el veneno crudo de Tityus
gonzalespongai (15 ug) y la fraccion Tglll (15 ug) mediante electroforesis de
poliacrilamida en urea / acido acético.

Determinacion de la masa molecular de los componentes leishmanicidas
presentes en la subfraccion HPLC-13 mediante MALDI-TOF

El analisis espectrométrico de la subfraccion HPLC-13 mediante MALDI-
TOF mostr6 la presencia de un componente mayoritario con una masa
molecular de 6 880,97 g/mol (figura 20). La presencia de este componente
mayoritario corresponde con la presencia de una unica banda electroforética en
la figura 18, evidencia que testimonia la pureza de la subfraccion para futuras

pruebas de actividad bioldgica.
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Figura 20. Analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) de la
subfraccion HPLC-13, obtenida de la fraccién Tglll del veneno de Tityus
gonzalespongai. En el eje de las abscisas se indica la intensidad relativa de la
sefal y en el eje de las ordenas la relacion masa/carga (m/z).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos durante el curso de este trabajo revelan que el
veneno del escorpion venezolano T. gonzalespongai contiene componentes de
naturaleza proteica que poseen un potente efecto leishmanicida, produciendo la
muerte de promastigotes de Leishmania (L.) mexicana mexicana 1 h luego de
su incubacién con extractos del veneno y con fracciones cromatograficas
derivadas del mismo. Estas evidencias confirman hallazgos previos que sefialan
que algunos de los venenos de los escorpiones venezolanos contienen

componentes con elevada actividad antiparasitaria (Borges et al., 2006, 2007).

El hecho que la actividad leishmanicida de T. gonzalespongai esté
asociada a los componentes del veneno con menor masa molecular, los cuales
eluyen en la fraccion cromatografica Tglll obtenida mediante exclusion
molecular, tiene un paralelo con los resultados previamente obtenidos por
Borges et al (2006) en un estudio realizado con el veneno de T. discrepans, el
cual indica que el efecto leishmanicida del mismo esta asociado con
componentes termolabiles con masas moleculares menores a 14,4 x 10 g/mol.
En dicha investigacion se muestran resultados relativos a la separacion del
veneno crudo mediante cromatografia en Sephadex G-50, obteniéndose tres
fracciones (Tdl, Tdll y Tdlll) cuya actividad leishmanicida fue posteriormente
evaluada, dando como resultado que la fraccion Tdll fuera la mas activa,

produciendo 76% de mortalidad de los parasitos incubados.

El hecho que en el caso de T. gonzalespongai la fraccion Tglll haya
resultado la de mayor actividad leihsmanicida en comparacion con Tgll indica la
existencia de posibles diferencias en términos estructurales y/o de actividad
entre los componentes antiparasitarios de T. discrepans y los producidos por la
especie oriental, las cuales deberan ser objeto de futuras investigaciones. Por

otra parte, evidencias obtenidas por Borges et al. (2006) mediante microscopia
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electronica indican que los componentes del veneno de T. discrepans con
actividad leishmanicida producen intensa vacuolizacion, aumento del volumen
del bolsillo flagelar y muerte de promastigotes de Leishmania (L.) m. mexicana
30 minutos luego de su incubacion con extractos del veneno y con sus
fracciones cromatograficas activas. La rapidez del efecto y la magnitud de los
dafos producidos fueron interpretados por los autores como indicio que los
componentes leishmanicidas posiblemente actuen a nivel de la membrana
plasmatica del parasito. Este igualmente podria ser el caso para el veneno de T.
gonzalespongai, cuyo efecto sobre leishmania posee una cinética similar a la

obtenida en el caso de T. discrepans.

El mecanismo de accidon de los componentes del veneno responsables
de este efecto esta aun por ser dilucidado. Sin embargo, el hecho que Borges et
al. (2006) hayan reportado que a las concentraciones a las cuales se observa el
efecto antiparasitario (35 ug/ml) no fue observada citotoxicidad en células de
mamifero (tales como células de feocromocitoma humano y células de endotelio
de cordon umbilical) indicaria que el efecto de los venenos de escorpidén sobre

Leishmania esta probablemente asociado a componentes de alta especificidad.

Una vez que las moléculas responsables del efecto detectado en este
trabajo y en los reportes publicados por Borges et al. (2006, 2007) hayan sido
caracterizadas mas extensamente, sera posible plantearse si las mismas
serviran de modelo para el disefio racional de drogas mas efectivas para el

tratamiento de las diferentes manifestaciones de la Leishmaniasis.

En este sentido, a pesar de la importancia epidemioldégica de esta
enfermedad, de las diferencias en susceptibilidad in vivo e in vitro de las
diferentes especies de Leishmania al tratamiento con farmacos convencionales
que producen, por otra parte, severos efectos secundarios, y del fendmeno de

la resistencia parasitaria (reportado en el caso de los antimoniales
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pentavalentes; Faraut-Gambarelli et al., 1997), hasta el presente no existen
estrategias efectivas disefiadas para una terapia especie-especifica o para el
abordaje integral de estas enfemedades. A pesar de la existencia de drogas
alternativas, tales como la anfotericina B y el miltefosine (Sundar et al., 1998;
Herwaldt, 1999), existe necesidad real para el desarrollo de drogas con
novedosos mecanismos de accion en donde se minimicen los efectos sobre el
ser humano. El hecho que los componentes leishmanicidas del veneno de T.
discrepans sean capaces de distinguir entre L. (V.) braziliensis, L. (L.) chagasi y
L. (L.) m. mexicana, especies responsables de las Leishmaniasis muco-
cutanea, visceral y cutanea, respectivamente, indica que es posible aislar y
caracterizar proteinas o péptidos leishmanicidas con diferente tropismo hacia
estas especies, las cuales responden con distinta susceptibilidad frente al

mismo veneno (Borges et al., 2006).

Nuestras investigaciones se situan entre los esfuerzos recientes
tendientes a la busqueda de nuevos agentes terapéuticos menos toxicos y mas
especificos para el tratamiento de las Leishmaniasis, denominados compuestos
leishmanicidas naturales, derivados de venenos de algunas especies animales.
Asi por ejemplo, el veneno crudo de la serpiente Bothrops mojeni ha
demostrado un potente efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Leishmania
spp. en asociacion con el peroxido de hidrogeno generado a partir de la
actividad de la enzima L-amino &cido oxidasa (Tempone et al.,, 2001).
Igualmente, se han comprobado efectos inhibitorios del veneno de serpientes
de los géneros Cerastes y Vipera sobre la especie L. donovani infantum
(Fernandez-Gémez et al., 1994) y los de Bothrops asper, Bothriechis schlegelii,
Crotalus durissus durissus, Atropoides nummifer y Atropoides picadoi accion
tripanocida sobre las formas epimastigoto, amastigoto y tripomastigoto de
Trypanosoma cruzi; mostrando cada veneno toxicidad diferencial sobre las
distintas formas morfolégicas del parasito y de las cepas evaluadas (Castillo-
Vigil et al., 2008).
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Paralelamente, existen evidencias que documentan la toxicidad ejercida
por proteinas y péptidos obtenidos del veneno de artropodos sobre diversos
grupos animales, con una elevada especificidad filética (Kuhn-Nentwig, 2003).
El presente trabajo, junto a las publicaciones presentadas previamente por
Borges et al. (2006, 2007), son los primeros en reportar el efecto téxico de

venenos de estos artropodos sobre parasitos de importancia médica.

En vista que diversas especies de Leishmania son sensibles al efecto de
compuestos bloqueadores de canales idnicos presentes en tejidos de mamifero,
tales como la glibenclamida (antagonista del canal de potasio dependiente de
ATP), la amilorida (activa sobre la subunidad beta del canal de sodio epitelial) y
la aminopiridina (antagonista de amplio espectro de los canales de potasio
voltaje-dependientes) (Ponte Sucre et al., 1998), asi como también ante
algunos péptidos antimicrobianos procedentes de mamiferos e invertebrados
(Hernandez et al., 1992; Chicharro et al., 2001; Bera et al., 2003), es posible
que existan proteinas / péptidos derivados de estos venenos que posean
especificidad hacia este grupo de parasitos, lo cual queda demostrado en el

presente trabajo.

La presente investigacion también ha avanzado en la caracterizacion
quimica de los componentes responsables del efecto leishmanicida al aislar
mediante HPLC en fase reversa dos péptidos, HPLC-13 Y HPLC-14, capaces
de producir en ensayos de 1 h de duracién, 100% y 84% de mortalidad de

promastigotes de L. (L.) m. mexicana respectivamente.

Debido a lo escaso del material obtenido, sbélo se procedid a la
caracterizacion del componente HPLC-13, el cual rindié una masa molecular de
6 880,97 g/mmol mediante espectrometria de masas. Esta masa es tipica de las
toxinas de escorpiébn de cadena larga, entre 60 y 70 aminoacidos en su

estructura primaria, las cuales tipicamente son agonistas de canales idnicos en



34

células de mamiferos. HPLC-13 es muy probablemente un componente
cationico, en vista de su migracién en geles de urea / acido acético. Asi, dada
su migracion al catodo durante las corridas electroforéticas en poliacrilamida
efectuadas a pH acido, su carga neta positiva debe indicar el predominio en su
superficie de cadenas laterales tipicas de los aminoacidos hidrofilicos. Por otra
parte, HPLC-13 debe ser un componente con areas de hidrofobicidad en su
superficie, en vista de su considerable tiempo de retencion retardada en la
columna C-18 de fase reversa, siendo éste uno de los ultimos componentes de

Tglll en eluir en la cromatografia liquida a alta presion (HPLC).

A la espera de la continuacion de los experimentos que aqui se han
sugerido realizar, se puede concluir que, independientemente de su naturaleza
quimica y del mecanismo que mejor explique su actividad biolégica, este trabajo
ha sido el primero en aislar un componente leishmanicida a partir de un veneno
de escorpidon con una pureza relativamente elevada, como lo atestiguan los
experimentos de MALDI-TOF y de electroforesis en geles de acrilamida. Dada
la especificidad de su actividad bioldgica, los componentes lesihmanicidas
presentes en los venenos de escorpion pueden servir futuramente como
plantilla molecular, mediante las técnicas de la ingenieria genética y la sintesis
quimica, para la preparacion de drogas antiparasitarias mas especificas y mas

economicas para el tratamiento de la Leishmaniosis.
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CONCLUSIONES

El veneno de T. gonzalespongai, especie de escorpion endémico del
nororiente venezolano, produce dafo agudo (1 h de incubacion) a nivel
estructural en promastigotes de L. m. mexicana, mostrandose evidencia de

muerte celular.

El fraccionamiento cromatografico mediante filtracion molecular en
Sephadex G-50 del veneno de T. gonzalespongai permitid obtener tres
fracciones, de las cuales la Tglll resulté ser la mas potente desde el punto de
vista de su actividad leishmanicida (80% de mortalidad de promastigotes),

representando el 6,3% del veneno total.

Los componentes presentes en Tglll fueron aislados mediante HPLC en
fase reversa, obteniéndose un total de 16 componentes. Las subfracciones
HPLC-13 y HPLC-14 mostraron la mayor actividad leishmanicida de todos los
componentes ensayados, produciendo 100% y 84% de mortalidad en ensayos

de toxicidad aguda (1 h) respectivamente, a 1 ug/ml de concentracion final.

La evaluacion de la composicion de la subfraccion HPLC-13 mediante
espectrometria de masas reveld la presencia de un unico componente con una
masa molecular de 6 880,97 g/mol, la cual es tipica de las toxinas de cadena

larga presentes en venenos de escorpion.

Estas investigaciones han permitido, por vez primera, caracterizar y aislar
hasta la homogeneidad uno de los componentes leishmanicidas del veneno de
T. gonzalespongai, permitiendo establecer un protocolo para la futura

elucidacién de su estructura y mecanismo de accion.
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Considerando lo anterior, la presente investigacion en apariencia es la
primera en aislar los posibles componentes con actividad leishmanicida del
veneno de T. gonzalespongai (caracterizado como especie con actividad
leishmanicida), los cuales pueden servir de base para el disefio de nuevos
compuestos mas especificos para el tratamiento de la leishmaniosis en

cualquiera de sus modalidades clinicas.



37

BIBLIOGRAFIA

Biondi-Queiroz, |.; Garcia-Santana, V. P. y Rodriguez, D. S. 1996. Estudo
retrospectivo do escorpionismo na Regido Metropolitana de Salvador
(RSM)-Bahia, Brasil. Sitientibus, 15: 273-285.

Borges, A. 1996. Scorpionism in Venezuela. Acta Biologica Venezuelica, 16: 65-
76.

Borges, A. y De Sousa, L. 2006. Escorpionismo en Venezuela: una
aproximacion molecular, inmunolégica y epidemioloégica para su estudio.
Revista de la Facultad de Farmacia (Caracas), 69 (1-2): 15-27.

Borges, A. y De Sousa, L. 2009. Una aproximacién multidisciplinaria para el
estudio del envenenamiento por aracnidos en Venezuela. En: Enfoques
y Tematicas en Entomologia (J. Arrivillaga, M. El Souki, B. Herrera,
editores). Caracas: Ediciones Astrodata, pp. 137-153.

Borges, A.; Arantes, E.C.; Giglio, J.R. 1990. Isolation and characterization of
toxic proteins from the venom of the Venezuelan scorpion, Tityus
discrepans (Karsch). Toxicon, 28: 1011-1027.

Borges, A.; Arandia, J.; Colmenares de Arias, Z.; Vargas, A. M. y Alfonzo, M. J.
2002. Caracterizacion epidemiolégica y toxicoldgica del envenenamiento
por Tityus zulianus (Scorpiones, Buthidae) en el Estado Meérida,
Venezuela. Revista de la Facultad de Medicina (Caracas), 25: 76-79.

Borges, A.; Trejo, E.; Vargas, A. M.; Céspedes, G.; Hernandez, A. y Alfonso, M.
J. 2004. Pancreatic toxicity in mice elicited by Tityus zulianus and Tityus
discrepans scorpion venoms. Investigation Clinical, 45: 269-276.

Borges, A.; Garcia, C. C.; Lugo, E.; Alfonzo, M. J.; Jowers, M. J. y Op den
Camp, HJM. 2006a. Long-chain toxin diversity in Tityus zulianus and
Tityus discrepans venoms (Scorpiones, Buthidae): Molecular,
immunological and mass spectral analyses. Comp. Biochemistry
Physiology. Part. C., 142: 240-252.

Borges, A.; Silva, S.; Op den Camp, H.; Velasco, E.; Alvarez, M.; Alfonso, M. J.;
Jorquera, A.; De Sousa, L. y Delgado, O. 2006b. In Vitro leishmanicidal
activity of Tityus discrepans scorpion venom. Parasitology Research,
99(2): 167-173.



38

Borges, A.; De Sousa, L.; Espinoza, J.; Martins-Melo, M.; Santos, R.; Valadares,
D. y Chavez-Olortegui, C. 2008. Characterization of Tityus venoms using
synaptosome binding assays and reactivity towards Venezuelan and
Braziliam antivenoms. Toxicon, 51: 66-79.

Borges, A.; Bermingham, E; Herrera, N.; Alfonzo, M. y Sanjur, O. 2010a.
Molecular systematics of the neotropical scorpion genus Tityus
(Buthidae): The historical biogeography and venom antigenis diversity of
toxic Venezuela species. Toxicon, 55: 436-454.

Borges, A.; Rojas-Runjaic, F.; Diez, N.; Facks, J.; Segura, A. y De Sousa L.
2010b. Envenoming by the scorpion Tityus breweri Gonzalez-Sponga in
the Guayana Shield, Southeast Venezuela: Report of a case, reactivity
towards antivenom and proposal for a toxinological partitioning of the
Venezuelan scorpion fauna. Wilderness and Environmental Medicine,
(Aceptado).

Castillo-Vigil, A.; Loaiza, R.; Zeleddn, R.; Lomonte, B.; Urbina, A. y Valverde, B.
2008. Susceptibilidad de Trypanosoma cruzi a diferentes venenos de
serpientes de Costa Rica. Boletin de Malariologia y Salud Ambiental, 48:
135-143.

Coronado, L.; Alvarado, M. y Dunari, J. 2008. Caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas del alacranismo. Periodo 2002-2007. Hospital del Nifio.
Panama. Revista Pediatrica de Panama, 37: 36-46.

Corzo, G.; Escoubas, P.; Villegas, E.; Barham, K. J.; He, W.; Norton, R. S. y
Nakajima, T. 2001. Characterization of unique amphipathic antimicrobial
peptides from venom of the scorpion Pandinus imperator. Journal of
Biochemistry, 359: 35-45.

Croft, S. L. 2001. Monitoring drug resistance in leishmaniasis. Tropical Medical
Internal Health, 6: 1-7.

De Sousa, L. 2006. Especie nueva de Tityus (Scorpiones, Buthidae) de la
Serrania del Turimiquire, nororiente de Venezuela. Caracterizacion
morfoldgica, geografica y toxinoldgica. Universidad de Oriente, Nucleo
de Anzoategui, Escuela de Ciencias de la Salud, [Trabajo de Ascenso a
la categoria de Profesor Asociado], 167 p.

De Sousa, L.; Parrilla-Alvarez, P. y Quiroga, M. 2000. An epidemiological review
of scorpion stings in Venezuela: the Northeastern region. Review article.
Journal of Venom Animal. Toxins, 6: 127-165.



39

De Sousa, L.; Boadas, J.; Kiriakos, D.; Borges, A.; Boada, J.; Marcano, J.;
Turkali, I. y De Los Rios, M. 2007. Scorpionism due to Tityus
neoespartanus (Scorpiones , Buthidae) in Margarita Island, Northeastern
Venezuela. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Torpical, 40(6):
681-685.

De Sousa, L.; Parrilla-Alvarez, P.; Pérez Di Gaeta, P.; Romero, L. y Quiroga, M.
2009. Evaluacion de la actividad biolégica del veneno de Tityus
gonzalespongai (Scorpiones, Buthidae) en el modelo C57BL/6. Saber,
21: 50-62.

Fet, V. y Lowe, G. 2000. Family Buthidae C. L. Koch, 1837. In: Fet, V., Sissom,
W. D., Lowe, G. y Braunwalder, M. E. (Eds) Catalog of the Scorpions of
the World (1758-1998). New York Entomological Society, New York, pp.
54-286.

Hancock, R., 1997. Peptide antibiotics. Lancet., 349:418-22.

Hancock, R., 1997. The bacterial outer membrane as a drug barrier. Trends
Microbiology, 5, 37-42.

Hancock, R. 2001. Cationic peptide: effectors in innate immunity and novel
antimicrobials. Lancet Infect Dis., 1, 156-164.

Hancock, R. y Chapple, D. 1999. Peptide antibiotics. Antimicrob Agent
Chemother. 43:1317-23

Hancock, R. y Lehrer, R. 1998. Cationic peptides: a new source of antibiotics.
Trends Biotechnology, 16: 82-88.

Hwang, P. y Vogel, H. 1998. Structure-function relationships of antimicrobial
peptides. Biochemical Cell Biology, 76: 23-246.

Jorquera, A.; Ledezma, E.; De Sousa, L.; Garcia, A.; Sanchez, J.; Zerpa, J.;
Gonzalez, R. y O’'Daly, J. 1998. Epidemiological characterization of
american cutaneous leishmaniasis in an endemic region of eastern
Venezuela. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 58(5):
589-593.

Kuhn-Nentwig, L. 2003. Antimicrobial and cytolytic peptides of venomous
arthropods. Cellular Molecular Life Sciense, 60: 2651-2668.

Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685.



40

Larrick, J. y Wright, S. 1996. Cationic antimicrobial peptides. Drugs Future, 21:
41-48.

Lazarovici, P.; Menashe, M. y Zlotkin, E. 1984. Toxicity to Crustacea due to
polypeptide-phospholipase interaction in the venos of a Chactoid
scorpion. Archive of Biochemical and Biophysical, 229: 270-286.

Lourenco, W. R. 2002. Scorpions of Brazil. Les Editions de I'lf, Paris. pp 306.

Lourengo, W. R. y Cuellar, O. 1995. Scorpions, scorpionism, life history
strategies and parthenogenesis. Review article. Journal of Venomous
Animals and Toxins, 1: 51-62.

Lourengo, W. R.; Cloudsley-Thompson, J. L.; Cuellar, O.; von Eickstedt, V. R.
D.; Barraviera, B. y Knox, M. 1996. The evolution of scorpionism in Brazil
in recent years. Journal of Venomous Animals and Toxins, 2: 121-134.

Lourengo, W. R. y Bruehmueller-Ramos, E. C. 2004. New considerations on the
status of Tityus magnimanus Pocock, 1897 (Scorpiones: Buthidae), and
description of a new species of Tityus from the state of Roraima, Brazil.
Revista Ibéroamericana de Aracnologia, 10: 285-291.

Lowry, O. H.; Rosebrough, N. H.; Farr, A. L.;Randall, R. J. 1951. Protein
measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193: 257-265.

Mazzei de Davila, C. A.; Davila, D. F.; Donis, J. H.; de Bellabarba, G. A;
Villarreal, V. y Barboza, J. S. 2002. Sympathetic nervous system
activation, antivenin administration and cardiovascular manifestations of
scorpion envenomation. Toxicon, 40: 1339-1346.

Moerman, L.; Bosteels, S.; Noppe, W.; Willems, J.; Clynen, E.; Schoofs, L.;
Thevissen, K.; Tytgat, J.; Van Eldere, J.; Van Der Walt, J. y Verdonck, F.
2002. Antibacterial and antifungal properties of alphahelical, cationic
peptides in the venom of scorpions from southern Africa. European
Journal of Biochemistry, 269: 4799-47810.

Mota, J. V.; Ghersy, M. T.; Bastardo, M.; Rodriguez, J.; Duque, L. y Freytez, L.
A. 1994. Emponzofiamiento escorpidnico: clinica y laboratorio usando
antivenina. Boletin del Hospital de Nifios (Caracas), 30: 35-40.

OMS Expert Committee. 1990. Control of the leishmaniases. World Health
Organ. Technical Report Service, 793.

Otero, R.; Uribe, F. L. y Sierra, A. 1998. Envenenamiento escorpionico en nifios.
Actualidad Pediétrica. FSF., 8: 88-92.



41

Otero, R.; Navio E.; Céspedes, F. A.; Nufez, M. J.; Lozano, L.; Moscoso, E. R;;
Matallana, C.; Arsuza, N. B.; Garcia, J.; Fernandez, D.; Rodas, J. H.;
Rodriguez, O. J.; Zuleta, J. E.; Gébmez, J. P.; Saldarriaga, M.; Quintana,
J. C.; Nufnez, V.; Cardenas, S.; Barona, J.; Valderrama, R.; Paz, N.; Diaz,
A.; Rodriguez, O. L.; Martinez, M. D.; Maturana, R.; Beltran, I. E.; Mesa,
M. B.; Paniagua, J.; Flérez, E. y Lourengo, W. R. 2004. Scorpion
envenoming in two regions of Colombia: clinical, epidemiological and
therapeutic aspects. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medical and Hygien, 98: 742-750.

Pessini, A.C.; Takao, T.T.; Cavalmeiro, E.C.; Vicmneswki, W.; Sampaio, S.V.;
Giglio, J. R.; Arantes, E. C. 2001. A Hyaluronidase from Tityus serrulatus
Scorpion Venom: Isolation, Characterization and Inhibition by flavonoids.
Toxicon, 39: 1495-1504.

Possani, L. D.; Becerril, B.; Delepiere, M. y Tytgat, J. 1999. Scorpion toxins
specific for Na* channels. European Journal of Biochemistry, 264: 287-
300.

Prendini, L. y Wheeler, W. 2005. Scorpion higher phylogeny and classification,
taxonomic anarchy, and standards for peer review in online publishing.
Cladistic, 21: 446-494.

Pouny, Y.; Rapaport, D.; Nicolas, P.; Shai, Y. 1993. Interaction of antimicrobial
dermasepin and its fluorescently labeled analogues with phospholipid
membranes. Biochemistry, 31:12416-23.

Quiroga, M.; lllanes, A.; Gonzalez, A. y Jaramillo, E. 1982. Mantencion de
escorpiones en el laboratorio, orden Scorpionida, Buthidae, Rhopalurus
laticauda (THORELL, 1876). Influencia de la alimentacién. Acta Cientifica
de Venezuela, 33: 502-508.

Quiroga, M.; De Sousa, L.; Parrilla-Alvarez, P. y Manzanilla, J. 2004. The first
report of Tityus (Scorpiones: Buthidae) in Anzoategui State, Venezuela. A
new species. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical
Disease, 10(1): 10-33.

Rojas-Runjaic, F. J. y De Sousa, L. 2007. Catalogo de los escorpiones de
Venezuela (Arachnida: Scorpiones). Boletin de la Sociedad Entomoldgica
Aragonesa, 40: 281-307.

Saldarriaga, M. A. y Otero, R. 2000. Los escorpiones: aspectos ecoldgicos,
biolégicos y toxinoldgicos. Revista de la Facultad de Medicina,
Universidad Autbnoma de Bucaramanga, 3: 17-23.



42

Tempone, A. G; Andrade, H. F. Jr; Spencer, P. J.; Lourengo, C. O.; Rogero, J.
R.; Nascimento, N. 2001. Bothrops moojeni venom Kkills Leishmania spp.
with hydrogen peroxide generated by its L-amino acid oxidase.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 280: 620-624.

Tytgat, J.; Chandy, K. G.; Garcia, M. L.; Gutman, G. A.; Martin-Eauclaire, M. F_;
Van der Walt, J. J. y Possani, L. D. 1999. A unified nomenclature for
short-chain peptides isolated from scorpion venoms: a-KTx molecular
subfamilies. Trends Pharmacology Science, 20: 444-447.

Zeng, X-C.; Corzo, G. y Hahin, R. 2005. Scorpion Venom Peptides without
Disulfide Bridges. IUBMB Life, 57: 13-21.

Wang, M.S.; Pang, J.S. y Selsted, M.E. 1997. Semidry Electroblotting of
Peptides and Proteins from Acid—Urea Polyacrylamide Gels. Analitycal
Biochemical. 253: 225-230.



43

HOJA DE METADATOS

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/5

; CARACTERIZACION QUiMI(}A Y BIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD
Titulo DEL VENENO DEL ESCORPION Tityus gonzalespongai (Scorpiones,
Buthidae) SOBRE Leishmania mexicana mexicana

Subtitulo

Autor(es)

Apellidos y Nombres Cdédigo CVLAC / e-mail
CVLAC 12661637
e-mail | jose_bravo2005@yahoo.es

Bravo S., José R e-mail | jbravofunrevi@gmail.com
e-mail
e-mail

Palabras o frases claves:

Escorpiones, Promastigotes, Leishmania, Leishmaniosis, Tityus
gonzalespongai.




44

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/5

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Ciencias Quimica

Resumen (abstract):

Se caracterizd, desde los puntos de vista quimico y biologico, los
componentes proteicos presentes en el veneno del escorpidn Tityus gonzalespongai
que presentan actividad sobre promastigotes del parasito Leishmania mexicana
mexicana, el cual es responsable de la Leishmaniasis cutanea. Se demostré que el
efecto leishmanicida producido por el veneno de T. gonzalespongai, asi como el del
escorpién T. discrepans, depende de la dosis del téxico. La cromatografia mediante
exclusiéon molecular en Sephadex G-50 del veneno de T. gonzalespongai produjo
tres fracciones (Tgl, Tgll y Tglll), de las cuales Tglll presenté la mayor actividad
leishmanicida (77% de mortalidad en promastigotes), en comparaciéon con el veneno
crudo (81%). La fraccion Tglll fue posteriormente sujeta a fraccionamiento mediante
cromatografia liquida a alta presion en fase reversa, generandose 16 subfracciones.
De éstas, HPLC-13 Y HPLC-14 presentaron el mayor efecto leishmanicida, con
100% y 80% de mortalidad en L. m. mexicana, respectivamente, ensayadas a 1
ug/ml. La evaluacion de la composicion de HPLC-13 mediante espectrometria de
masas tipo MALDI-TOF vy electroforesis en gel de poliacrilamida, en presencia de
urea y acido acético, revelo la presencia de un unico componente con una masa
molecular de 6,88097 g/mol. Estos hallazgos corroboran evidencias previas sobre la
potencia antiparasitaria del veneno de escorpiones venezolanos y permiten
caracterizar, por vez primera, los componentes antiparasitarios presentes en el
veneno de T. gonzalespongai, los cuales se podrian servir de base para el disefio de
nuevas drogas leishmanicidas.




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/5

Contribuidores:

45

Apellidos y Nombres ROL / Cdédigo CVLAC / e-mail
ROL CA‘ ‘AS‘X‘TU‘ |JU‘ ‘
Borges S., Adolfo CVLAC
e-mail borges.adolfo@gmail.com
e-mail
) ) ROL CA‘X‘AS‘ ‘TU‘ |JU‘ ‘
Rojas, Luisa
CVLAC
e-mail Irojas40@yahoo.com
e-mail
De Sousa, Leonardo ROL |caA ‘ ‘ AS ‘ ‘ TU ‘ | Ju ‘ X ‘
CVLAC
e-mail leonardodesousa@yahoo.com
e-mail
D’ Armas, Haydelba ROL |cA ‘ ‘ AS ‘ ‘ TU ‘ | Ju ‘ X ‘
CVLAC
e-mail
e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:
Afo Mes Dia

2010 8 11

Lenguaje: Espafiol




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/5

Archivo(s):

46

Nombre de archivo

Tipo MIME

Tesis-bravoj.doc

Aplication/word

Alcance:

Espacial : internacional

Temporal: Temporal

Titulo o Grado asociado con el trabajo:

Licenciado en guimica

Nivel Asociado con el Trabajo:

Licenciado

Area de Estudio:

Quimica

Institucidon(es) que garantiza(n) el Titulo o grado:

Universidad de Oriente




[Escribir texto]

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso - 5/5

Derechos:
Acepto la publicaciéon de los datos mostrados en la presente

e &

!
Dr. Adolfo Borges Mnisa Rojas

- 1IN Y

Dr. Leonardo De Sousa Dra. Haydelba D’ Armas

47




