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RESUMEN

Evidencias previas han demostrado que el veneno del escorpion venezolano, Tityus discrepans (Karsch),
contiene péptidos con potente efecto leishmanicida, produciendo intensa vacuolizacion, aumento del volumen del
bolsillo flagelar y muerte de promastigotes de Leishmania (Leishmania) mexicana. Este trabajo evalta la actividad
leishmanicida de los venenos de diez especies de Tityus, representativas de areas endémicas de escorpionismo en
Venezuela: T. breweri (Gonzalez-Sponga), T. clathratus (Koch), T. discrepans (Karsch), T. falconensis (Gonzalez-
Sponga), T. gonzalespongai (Quiroga et al.), T. imei (Borges et al), T. nororientalis (Gonzalez-Sponga), T.
perijanensis (Gonzalez-Sponga), T zulianus (Gonzalez-Sponga), T. sanarensis (Gonzalez-Sponga) y del Brasil, T.
serrulatus (Lutz & Mello). Se presenta ademas el aislamiento y la caracterizacion bioquimica del péptido HPLC-
13, con actividad sobre promastigotes de Leishmania (Leishmania) mexicana, obtenido a partir del veneno de 7.
gonzalespongai,una de las especies ensayadas con mayor accion leishmanicida. Los componentes antiparasitarios
presentes en estos venenos, una vez caracterizados, podrian servir como linea base para el disefio de estrategias
especie-especificas de utilidad en el tratamiento de las diversas formas de leishmaniasis.

PaLABRAS cLAVE: Leishmaniasis, actividad anti-Leishmania, escorpiones, farmacologia de venenos, Venezuela.
ABSTRACT

Previous evidence has shown the presence in the venom of the Venezuelan scorpion, Tityus discrepans (Karsch),
of potent antileishmanicidal peptides able to increase the intracellular vacuolar content and the flagellar pocket
volume, and kill Leishmania (Leishmania) mexicana promastigotes. This work shows the differential leishmanicidal
potency of ten scorpion venoms in the genus 7ityus from representative endemic areas of scorpionism in Venezuela:
T. breweri (Gonzalez-Sponga), T. clathratus (Koch), T. discrepans (Karsch), T. falconensis (Gonzalez-Sponga),
T. gonzalespongai (Quiroga et al.), T. imei (Borges et al.), T. nororientalis (Gonzalez-Sponga), T. perijanensis
(Gonzélez-Sponga), T. zulianus (Gonzalez-Sponga), T. sanarensis (Gonzalez-Sponga) and also the Brazilian
species, T. serrulatus (Lutz & Mello). The study also shows the isolation and biochemical characterization of
peptide HPLC-13, toxic on Leishmania (Leishmania) mexicana promastigotes from the highly leishmanicidal 7.
gonzalespongai venom. The presence of leishmanicidal components in Venezuelan scorpion venoms could provide
a framework for the design of species-specific strategies for the treatment of various forms of leishmaniasis.

KEy worbps: Leishmaniasis, anti-Leishmania activity, scorpions, pharmacology of venoms, Venezuela.

INTRODUCCION

A pesar de la importancia epidemiologica de las
leishmaniasis, de las diferencias en susceptibilidad in
vivo e in vitro de las especies parasitarias al tratamiento
con farmacos convencionales que producen, por otra
parte, graves efectos secundarios, y del fenomeno de
la resistencia parasitaria sefialada para los antimoniales
pentavalentes (Faraut-Gambarelli et al. 1997), hasta
el presente no existen estrategias efectivas disefiadas
para una terapia especie-especifica o para el abordaje
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integral de estas enfermedades. Sin embargo, pese a la
existencia de drogas alternativas, como el isetionato de
pentamidina, la anfotericina B y la miltefosina (Sundar et
al. 1998, Herwaldt 1999), existe una necesidad real para
el desarrollo de nuevas y mejores drogas con novedosos
mecanismos de accion en donde se minimicen los efectos
sobre el ser humano.

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
menos toxicos y mas especificos para el tratamiento
de las leishmaniasis, los denominados compuestos
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leishmanicidas naturales, derivados de venenos de
algunas especies animales, surgen como una opcion
importante que merece ser investigada. Asi por ejemplo,
el veneno crudo de la serpiente Bothrops moojeni
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 acido oxidasa (Tempone ef al. 2001) o
de fracciones proteicas de su veneno, sobre promastigotes
de L. amazonensis, obtenidas por cromatografia de
intercambio i6nico (Castilhos et al. 2011). Igualmente,
se ha comprobado el efecto inhibitorio del veneno de
serpientes de los géneros Cerastes y Vipera sobre L.
infantum (Fernandez-Gomez et al. 1994), del veneno de
tres especies de Crotalus durissus (C. d. terrificus, C. d.
cascavellay C. d. collilineatus) sobre L. (L.) amazonensis
(Passero et al. 2007) y actividad leishmanicida in vitro
e in vivo del veneno de Bungarus caeruleus sobre L.
donovani (Bhattacharya et al. 2013). Se ha descrito el
efecto letal sobre L. major por una proteina producida
por Bacillus thuringiensis (El-Sadaway et al. 2008). Los
venenos de varios vipéridos de Costa Rica (Bothrops
asper, Botriechis schlegelii, C. d. durissus, Atropoides
numnifer 'y A. picadoi) poseen accion tripanocida sobre
formas epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi, otro parasito del orden Kinetoplastida
(Trypanosomatidae) (Castillo-Vigil et al. 2008).

Existen evidencias que documentan la toxicidad
ejercida por proteinas y péptidos derivados del veneno
de artropodos sobre diversos grupos animales, con una
elevada especificidad filética (Kuhn-Nentwig 2003). En
vista que diversas especies de Leishmania han resultado
sensibles al efecto de compuestos bloqueadores de canales
io6nicos presentes en tejidos de mamifero, tales como la
glibenclamida(antagonistadelcanaldepotasiodependiente
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. En este
sentido, resulta de interés la evaluacion de la actividad
antiparasitaria de péptidos con masas moleculares entre
3 y 8 kDa presentes en los venenos de escorpion, ya
que éstos han demostrado ser agonistas y antagonistas
especificos de varios canales ionicos de vertebrados,
insectos y crustaceos (Possani ef al. 1999, Tytgat et al.
1999), entre los cuales podrian hallarse componentes con

400

tropismo hacia los tripanosomatideos.

Evidencias funcionales (Ogbunude et al. 1993, Bera
et al. 2003) y genémicas (Real et al. 2013) sugieren la
existencia de estas vias de paso idnico en Leishmania,
e igualmente en Trypanosoma (Ruben et al. 1996). Al
mismo tiempo, el estudio de la actividad leishmanicida
de estos venenos también debe incluir a aquellos
componentes peptidicos con masas moleculares menores
a 3 kDa, los cuales exhiben actividad microbicida y
antifungica (Corzo et al. 2001). Dada la similitud, en
términos de la composicion lipidica, entre las membranas
de parasitos tripanosomatideos y hongos (Lorente et al.
2004), es posible que existan componentes del veneno que
interactuen de manera selectiva con la bicapa fosfolipidica
delas diferentes especies de Leishmania y/o Trypanosoma.
La cooperatividad entre estos dos grupos de componentes
(los activos sobre canales idnicos y los componentes
microbicidas/fungicidas) debe ser igualmente explorada,
en vista de la existencia de sinergismo en el caso de su
efecto sobre insectos (Corzo et al. 2002). Borges et al.
(2006a) han caracterizado la actividad leishmanicida del
veneno del escorpion venezolano 7. discrepans, especie
endémica del centro-norte del pais. Ese estudio indico
la presencia de componentes proteicos que reducen
significativamente la viabilidad de L. (L.) mexicana, L.
(V) braziliensis y, en menor grado, de L. (L.) infantum,
en concentraciones que no afectan de manera evidente
cultivos celulares de mamiferos, tales como las células
PCI12 (feocromocitoma de rata) o de cordon umbilical
humano (Borges et al. 2006a). El propoésito de este
trabajo fue evaluar la actividad leishmanicida mediante
la viabilidad de promastigotes de L. (L.) mexicana
incubados con el veneno de otros escorpiones del género
Tityus distintos a T. discrepans, y aislar los componentes
activos presentes en el veneno con mayor actividad
leishmanicida.

MATERIALES Y METODOS
Localidades de captura y obtencion del veneno

Los escorpiones adultos del género Tityus fueron
capturados en las siguientes localidades (Fig. 1): 1. T
zulianus (Santa Cruz de Mora, estado Mérida; 8°22'N,
71°43°'W), 2. T. perijanensis (Rio Cachiri, Zulia; 10°50'N,
72°18°'W), 3. T. imei (Biscucuy, Portuguesa; 9°21°N,
69°55°W), 4. T falconensis, poblacion A (San Luis,
Falcon; 11°06'N, 69°42°W), 5. T. falconensis, poblacion
B (Jacura, Falcon; 11°40°N, 68°50'W), 6. T. sanarensis
(Sanare, Lara; 09°45'N, 69°20"W), 7. T. discrepans (San
Antonio de Los Altos, Miranda; 10°20'N, 67°45'W), 8.
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T. clathratus (El Hatillo, Miranda; 10°25'N, 66°49°W),
9. T. gonzalespongai (La Piedra de Mundo Nuevo,
Anzoategui; 10°00'N, 64°22°W), 10. T. nororientalis,
poblacion AL (Alto Llano, Anzoategui; 10°07'N,
64°29'W), 11 T. nororientalis, poblacion CA (Caripe,
Monagas; 10°14'N, 63°32"W), 12. T. breweri (Isla de
Anacoco, Bolivar; 6°45'N, 61°10"W).

La captura de los escorpiones, excepto para 7.
discrepans y T. serrulatus (especie de Brasil), se realizo
por senderos que conducen a plantaciones de cafeto
(Coffea arabica L., Rubiaceae), cacao (Theobroma
cacao L., Malvaceae) o tubérculos (Colocasia esculenta
(L.) Schott, Araceae), en horario nocturno (entre las
19,00 y 02,00 horas), utilizando lamparas portatiles de
luz ultravioleta. Su clasificacion se realizo de acuerdo
con Gonzalez-Sponga (1996a,b, 1997), Quiroga et al.
(2004) o Borges et al. (2006b).

ESPECIES VENEZOLANAS
DE TITYUS

1. T. zulianus

2. T. perijanensis

3. T.imei

T. falconensis A

T. falconensis B

T. sanarensis

T. discrepans

T. clathratus

T. gonzalespongai
T. nororientalis AL

10
11. T. nororientalis CA
12. T. breweri

Los especimenes fueron trasladados vivos al
Instituto de Medicina Experimental (UCV) o al Grupo
de Investigacion en Toxinologia Aplicada y Animales
Venenosos (UDO), con el fin de extraer su veneno por
el método manual siguiendo la metodologia establecida
en Shulov y Zlotkin (1969). El veneno de la especie T.
serrulatus (Brasil) fue donado por el Dr. Marcelo R.
Diniz, Fundagido Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil. Los venenos crudos fueron resuspendidos
en 1 mL de agua bidestilada y agitado en Vortex (Super-
MixerR), consecutivamente, se centrifugaron a 14.000
rpm (Labnet, modelo Z180M) por 20 minutos. Luego,
la fraccion soluble de cada veneno fue transferida a
tubos Eppendorf de 1,5 mL de capacidad y preservada en
refrigeracion a -20°C, hasta el momento de su utilizacion.
Se descartd el sedimento de cada veneno conteniendo
detritos celulares y moco (De Sousa et al. 2009, 2010).

Figura 1. Distribucion geografica de las diez especies del género 7ityus (Scorpiones, Buthidae) empleadas en este estudio. Las poblaciones de Tityus
falconensis (A'y B) corresponden a zonas geograficamente aisladas del centro y noreste del Macizo Coriano; las poblaciones de Tityus nororientalis
ALy CA corresponden respectivamente a Alto Llano (Anzoategui) y Caripe (Monagas). La distribucion correspondiente a la especie brasilefa 7ityus

serrulatus es indicada en Borges et al. (2008).

Cuantificacion de la cantidad de proteinas en los
venenos de Zityus

Se determind la concentracion de proteinas en
la fraccion soluble de cada veneno (obtenida por
centrifugacion). Cuando fue necesario se efectud
dilucion 1/20 del veneno crudo en agua desionizada, y
se determino su concentracion de proteinas mediante el
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método de Lowry et al. (1951).

La concentracion de proteinas en las muestras
de veneno se determiné mediante comparacién con
una curva de calibracion, simultaneamente elaborada
mediante diluciones seriadas de un patron de albumina
sérica bovina (BSA) (Sigma Chemicals) de 0,5 mg/mL.
Las muestras del veneno y sus diluciones se liofilizaron
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(Liofilizador Labconco) y almacenaron a -20°C, hasta su
uso en las pruebas de actividad biologica.

Evaluacién de la toxicidad de los péptidos de los
venenos de 7ityus sobre promastigotes de Leishmania
(L.) mexicana

Se ensayaron los venenos crudos de 7ityus en el
crecimiento de promastigotes de L. (L.) mexicana (cepa
MHOM/BZ/82/BEL21). Los parasitos se mantuvieron
a 26°C, cultivados en medio Infusién Cerebro-Corazon
(BHI) (Laboratorios Difco, Detroit MI) por 4 dias. Se
utilizaron los promastigotes para la determinacion de
la actividad sobre el parasito. La actividad del veneno
sobre promastigotes se evalué empleando cultivos en
fase logaritmica de crecimiento exponencial (500.000
parasitos). Las células se resuspendieron en 200 pL de
NaCl 0,85% (m/V) en presencia de 35 pg/mL de cada
veneno por triplicado, colocados en placas de poliestireno
de 96 pozos de fondo plano (Becton Dickinson, New
Jersey, USA) durante 1 h a 26°C. La viabilidad del
parasito se evalu6 mediante tincion con azul de tripano
(0,4% (m/V) en solucion salina). Este colorante tifie
exclusivamente células muertas o en proceso de necrosis.

El efecto leishmanicida se calculd determinando el
numero de células muertas por efecto de la exposicion
al veneno o a sus fracciones y determinando luego el
porcentaje de mortalidad con base en el numero inicial
de células presentes en el medio de ensayo.

Separacion por cromatografia de exclusién 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 solucion 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 espectofotometro (Beckman DU 640).

Las fracciones proteicas se agruparon segin el
perfil del cromatograma. Cada fraccion fue liofilizada
y posteriormente rehidratada para evaluar su actividad
leishmanicida, de acuerdo con el método de Borges ef al.
(2006a). La concentracion de proteinas de cada fraccion
a ensayar se determind por el método de Lowry et al.
(1951).
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Separacion de los péptidos leishmanicidas del veneno
de Tityus gonzalespongai mediante cromatografia
liquida a alta presién (HLPC) en fase reversa

Una vez identificadas las fracciones derivadas de
la exclusion molecular con actividad leishmanicida, se
procedid a purificar las proteinas bioactivas mediante
cromatografia liquida a alta presion (HPLC) en fase
reversa, empleando para ello un cromatografo Waters
con un detector 996 de arreglo de diodos y utilizando una
columna analitica C18 Vydac® de fase reversa.

La cromatografia se efectud aplicando un gradiente
lineal, con el uso de las siguientes soluciones: solvente
A = acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% en 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
realiz6 a temperatura ambiente con flujo de 0,4 mL/min
y presion aproximada de 528 psi.

La deteccion de los componentes proteicos aislados
se realizd mediante lectura espectrofotométrica con
sistema de arreglo de diodos, a una longitud de onda de
232 nm. Las fracciones obtenidas fueron liofilizadas y
almacenadas a -20°C hasta el momento de evaluar su
actividad leishmanicida, en cuya oportunidad se empleo
por fraccion 1 mg de proteina en cada ensayo.

Determinacién de la composicion del veneno y sus
fracciones mediante métodos electroforéticos

La electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes fue realizada segun
el método de Laemmli (1970). Las muestras se
desnaturalizaron mediante la aplicacion de calor en
presencia de beta-mercaptoetanol a alicuotas de cada
fraccion o del veneno crudo; a continuacion fueron
colocadas en los pozos del gel de apilamiento de
poliacrilamida, para luego realizar la corrida a corriente
constante en gel de resolucion de poliacrilamida al 15,0%
usando solucion amortiguadora de corrida compuesta de
solucion de tris-glicina-dodecil sulfato de sodio.

Alfinalizar la corrida, los geles fueron inmediatamente
revelados por el método de tincion con plata, el cual
consistio en lavar por 20 min el gel para luego sumergirlo
en una solucion de AgNO, 12 mmol/L por 30 min, siendo
lavado posteriormente con agua bidestilada; finalmente
la reduccion se efectué por 6 min con solucion de
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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 propdsito 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”
como indicador de la migracion electroforética. Luego
de efectuada la separacion los geles fueron tefiidos con
tincion de plata indicado en la seccion precedente para
las electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

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

La fraccion HPLC-13 fue analizada mediante la
técnica de desorcion/ionizacion en matriz inducida por
laser con deteccion por tiempo de vuelo (MALDI-TOF
MS) (“Matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry”) en un espectrofotometro de
masa marca Biflex III (Bruker, FRG), operado por el Dr.
Huub Op den Camp, Departamento de Microbiologia,
Radboud University Nijmegen, Holanda. Para este
fin se utilizoé 1 pg 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 acido
trifluoroacético (TFA).

RESULTADOS Y DISCUSION

La fauna de escorpiones pertenecientes al género
Tityus que habita el territorio venezolano es la mas
diversa de América del Sur (De Sousa et al. 2000,
Borges y De Sousa 2006, Rojas-Runjaic y De Sousa
2007, Rojas-Runjaic y Becerra, 2008) desde el punto
de vista taxonomico (Borges ef al. 2010a). Desde una
perspectiva toxinologica, los venenos locales también
muestran amplia variabilidad interespecifica (Borges
y De Sousa 2006, Borges et al. 2008, De Sousa et al.

2010). En vista que los venenos de escorpion contienen
entre 100 y 200 componentes farmacologicamente
distinguibles (Posanni ef al. 1999), se decidid realizar un
sondeo de la actividad leishmanicida de los venenos de
escorpiones mas representativos de las areas montafiosas
de Venezuela, para luego proceder al aislamiento y
caracterizacion de los componentes responsables de la
actividad a partir de extractos crudos.

Actividad leishmanicida de los venenos de diez
especies de escorpiones venezolanos de 7Zityus sobre
la viabilidad celular de promastigotes de Leishmania
(L.) mexicana

La Figura 1 muestra la procedencia geografica de las
especies recolectadas para este estudio: 7. perijanensis
(Sierra de Perija), T zulianus (Cordillera de Mérida),
T. sanarensis 'y T imei (Serrania de Portuguesa), T.
falconensis (dos poblaciones en el centro y noreste
del Macizo Coriano, respectivamente), 7. clathratus
y T discrepans (Cordillera de La Costa central),
T. gonzalespongai y T. nororientalis (Macizo del
Turimiquire, region nororiental) y 7. breweri (Macizo
Guayanés). Todas estas especies contienen componentes
de baja masa molecular en el proteoma de sus glandulas
de veneno (Borges y De Sousa 2006), los cuales podrian
contener moléculas con actividad leishmanicida (Borges
et al. 2006a).

Se enfrentaron promastigotes de L. (L.) mexicana
(la especie mas sensible al veneno de 7. discrepans)
(Borges et al. 2006a) a doce venenos obtenidos de diez
especies de Tityus venezolanos (Fig. 1), ensayados a
una dosis de 35 pg/mL, concentracion que fue capaz
de inducir cambios estructurales en promastigotes de
varias especies de Leishmania expuestas al veneno de
T. discrepans, incluyendo vacuolizacion y aumento del
volumen celular, acompafiados de movilidad flagelar
alterada (Borges et al. (2006a). Adicionalmente, se
incluy6 el veneno de la especie brasilefia 7. serrulatus,
considerado como el escorpion de mayor importancia
médica en América del Sur (Borges y De Sousa 2006).

La Figura 2 muestra los resultados de la evaluacion
de la potencia leishmanicida de los venenos ensayados,
lo que permitié reunirlos de acuerdo al porcentaje de
mortalidad observado en L. (L.) mexicana: actividad
elevada (> 80% de mortalidad), actividad intermedia
(40-80% de mortalidad) y actividad baja (< 40%).
Tres de los venenos evaluados exhibieron la mayor
actividad antiparasitaria: 7. discrepans (confirmando
los resultados previamente obtenidos por Borges et
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al. (2006a), T. gonzalespongai (especie endémica
del nororiente venezolano cuya area de distribucion
esta restringida al Macizo de Bergantin, Serrania del
Turimiquire en el estado Anzoategui [Quiroga et al.
2004)) y T perijanensis (especie endémica de la Sierra
de Perija, estado Zulia [Gonzalez-Sponga 1994]). Para
estos tres venenos la prolongacion de la incubacion a 2
h increment6 la mortalidad de promastigotes. De todos
los venenos ensayados, el de 7. breweri (sureste del
estado Bolivar [Gonzalez-Sponga 1997, Borges et al.
2010b]) fue el unico cuya incubacién por 2 h produjo
una mortalidad significativamente superior a la de 1 h.
Esta observacion esta siendo objeto de investigaciones a
fin de determinar si las propiedades de los componentes

leishmanicidas en este veneno difieren con respecto
al resto de los Tityus venezolanos. Con base en estos
resultados se concluye que el efecto leishmanicida
de los venenos de escorpiones es, al parecer, especie-
especifico. Por otra parte, los venenos venezolanos
exhiben una mayor potencia que el veneno de la especie
brasilefia 7. serrulatus, de gran importancia médica y
amplia distribucion en el sureste del Brasil. No existe
correspondencia entre la actividad sobre vertebrados
de estos venenos y su actividad leishmanicida ya que
algunos de los venenos mas letales sobre humanos
(por ejemplo, 7. zulianus y T. serrulatus) presentaron
actividad antiparasitaria intermedia o baja.

Actividad Actividad Actividad
Leishmanicida Leishmanicida Leishmanicida
Elevada Intermedia Baja
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=}
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Figura 2. Actividad leishmanicida (anti-Leishmania (L.) mexicana) diferencial de doce venenos provenientes de especies y de poblaciones de
especies del género Tityus en Venezuela, incluyendo la especie brasilefia Tityus serrulatus. Promastigotes de L. (L.) mexicana fueron incubados
(500.000 células/200 pL) durante 1 h'y 2 h con 35 pg/mL de proteinas de veneno de las especies listadas y la mortalidad determinada por exclusion
con azul de tripano. La actividad leishmanicida se expresa como el porcentaje de mortalidad de los promastigotes incubados calculado con respecto
al total de células incubadas. La potencia anti-Leishmania de los venenos se clasifico en tres categorias: Actividad elevada (> 80% mortalidad),
actividad intermedia (40-80% mortalidad) y actividad baja (< 40%). Las barras del histograma corresponden al valor promedio obtenido a partir de

tres experimentos independientes + error estandar de la media.

Efectos estructurales y ultraestructurales sobre
promastigotes de Leishmania (L.) mexicana de los
venenos y fracciones con actividad leishmanicida

Envistade la disponibilidad de veneno y de la potencia
antiparasitaria del veneno de 7. gonzalespongai se decidio
aislar y caracterizar los componentes con actividad
leishmanicida presentes en este veneno. Debe afiadirse
que su efecto leishmanicida fue significativamente
superior para L. (L.) mexicana (mortalidad 84,0 +
4,36%), seguido por L. braziliensis (69,0 £ 7,0%) y
L. infantum (12,0 + 1,0%). El efecto antiparasitario de
este veneno sobre 7. cruzi fue apenas detectable (6,33
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+ 1,53%). En primer lugar, se evaluaron los efectos del
veneno de 7. gonzalespongai, en comparacion con 7.
discrepans ensayado a la misma dosis, a nivel estructural
y ultraestructural. Promastigotes de L. (L.) mexicana
fueron expuestos a 35 pg/mL de veneno por 1 h. En la
Figura 3 se observan fotografias representativas del dafio
estructural producido por el veneno de 7. gonzalespongai
y de T. discrepans. Ambos venenos produjeron colapso
de la morfologia del parasito, con vacuolizacion y
pérdida de la estructura del flagelo. La Figura 4 ilustra
los efectos del veneno de 7. gonzalespongai a nivel
ultraestructural, obtenidos mediante microscopia
electronica de transmision.
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Figura 3. Efectos estructurales en promastigotes de Leishmania
(1 h, 35 pg/mL). (a,b) Promastigotes incubados en solucion salina isotonica. (¢) Promastigotes incubados con veneno de Tityus gonzalespongai (d)
Promastigotes incubados con veneno de Tityus discrepans. Las barras corresponden en todos los casos a 1 pm (¢ = d). Tincidén con azul de tripano.

m @ - : . o b 3 T~
Figura 4. Dailo ultraestructural producido por el veneno de Tityus gonzalespongai sobre promastigotes de Leishmania (L.) mexicana. (a-c)
Micrografias de promastigotes expuestos a solucion salina isotonica. Nicleo (n), mitocondria (m), bolsillo flagelar (*), kinetoplasto (k). (d-i)

Promastigotes expuestos al veneno (35 pg/mL, 1 h). Vacuolas fagosomicas (v), cuerpos electron-densos (v, cabeza de flecha), bolsillo flagelar con
volumen aumentado (*), mitocondria (m). Se observan abundantes restos de parasitos («<—). Barra, 1 pm.
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La galeria de microfotografias mostradas en los paneles
a-c (Fig. 4) muestra promastigotes de L. (L.) mexicana
incubados con solucion salina isoténica mientras que
la galeria de imagenes d-i ilustra parasitos expuestos
al veneno (1 h, 35 pg/mL). El efecto mas evidente en
los parasitos ain intactos fue la aparicion de vacuolas,
similar al efecto del veneno de 7. discrepans (Borges et
al. 2006a), junto con la pérdida de organizacion interna
de la mitocondria y picnosis (condensacion) del nucleo
(alteraciones caracteristicas de células sujetas a proceso
de necrosis) y aumento en el volumen del bolsillo flagelar.
La presencia de vacuolas autofagicas en Leishmania
sp. es una caracteristica comiin hallada en el efecto de
péptidos antimicrobianos e igualmente observada en
el caso de la incubacion con el veneno de 7. discrepans
(Borges et al. 2006a). A diferencia de éste ultimo, en las
micrografias correspondientes a 7. gonzalespongai hay
numerosos restos de parasitos, lo que indica lisis celular
a la concentracion ensayada, efecto no observado con
el veneno de T discrepans. Comprobados los efectos
estructurales y ultraestructurales sobre promastigotes, se
procedio con el aislamiento del o los componentes activos
presentes en el veneno de 7. gonzalespongai.

Accion leishmanicida de fracciones cromatograficas
derivadas del veneno de Tityus gonzalespongai sobre
promastigotes de Leishmania (L.) mexicana.

La caracterizacion de los componentes leishmanicidas
de T gonzalespongai consistié en el fraccionamiento
mediante cromatografia de exclusion molecular del
veneno total, el cual produjo, mediante elucién en
columnas de Sephadex G-50, tres fracciones que fueron
liofilizadas y luego resuspendidas para el ensayo de su
potencia leishmanicida, seglin se ilustra en la Figura 5. La
fraccion Tglll, la cual contiene los componentes de mas
baja masa molecular del veneno, fue la mas activa de las
tres fracciones ensayadas sobre promastigotes de L. (L.)
mexicana.

Componentes activos con actividad leishmanicida
obtenidos por HPLC

La fraccion mas activa (7glIl), obtenida a través de
exclusion molecular, fue sometida a fraccionamiento
ulterior mediante cromatografia liquida a alta presion
(HPLC) en fase reversa. La Figura 6 presenta el perfil
de elucion obtenido en una columna CI8 (Vydac)
sometida a las condiciones cromatograficas descritas en
la metodologia. De las diez y seis fracciones obtenidas
y ensayadas, las mas activas sobre la viabilidad de
promastigotes fueron aquellas que eluyeron hacia el final
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del perfil de elucion y que por lo tanto corresponden a
los péptidos mas hidrofobicos presentes en la fraccion
Tglll. El panel B de la Figura 6 muestra la actividad
leishmanicida (por pg de proteina) luego de la incubacion
de promastigotes de L. (L.) mexicana con las diferentes
fracciones eluidas. Los componentes mas activos fueron
las fracciones 13y 14 con 100% y 80% de mortalidad luego
de una hora de incubacion. Si se toma en consideracion
que estos valores se obtuvieron tras la incubacién con 1
pg de proteina respectivamente, ello es indicativo de una
potenciacion de siete veces con respecto al veneno crudo
de T gonzalespongai.

Teniendo en cuenta que las fracciones 13 y 14
obtenidas por HPLC corresponden a componentes
minoritarios del veneno de 7. gonzalespongai, se decidio
postergar la determinacion de su toxicidad hacia células
de mamiferos hasta cuando se disponga de suficiente
material y una vez caracterizada su DE_ (dosis efectiva
50% sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes
de L. (L.) mexicana) y su secuencia N-terminal.

Caracterizacién quimica de componentes
leishmanicidas del veneno de Tityus gonzalespongai
mediante espectrometria de masas

LaFigura 7 contiene los resultados de la caracterizacion
electroforética y por espectrometria de masas tipo
MALDI-TOF del componente denominado HPLC-13,
el cual eluye con un tiempo de retencion de 75 min en
columnas de fase reversa tipo C18 sometidas al gradiente
de acetonitrilo-TFA indicado en la leyenda de la Figura 6.

En vista que los péptidos que componen los venenos
de Tityus son fundamentalmente de naturaleza catidnica,
se sometid el componente HPLC-13 a electroforesis
en presencia de acido acético y urea en geles de
poliacrilamida al 15% para evaluar su composicion,
resultando en una banda tinica. El espectro de masas por
MALDI-TOF rindié un componente predominante con
una masa molecular de 6.880,97 Da. Para el componente
leishmanicida HPLC-14 la masa resultd 7.068,29 Da.
Ambos constituyentes representaron, respectivamente, el
2,8% vy 4,9% del total del material eluido en las columnas
de fase reversa a partir de la fraccion 7gIIl. Con esta
informacion se tiene la confianza que el método de HPLC
en fase reversa permitio la obtencion de componentes
leishmanicidas de alta pureza. La siguiente fase consistiria
en la determinacion de su secuencia aminoacidica
N-terminal con el fin de proceder a su clonamiento y
caracterizacion funcional, mediante métodos moleculares
y fisiologicos, respectivamente.
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Figura 5. Fraccionamiento mediante cromatografia de exclusion molecular del veneno de Tityus gonzalespongai'y ensayo de la actividad leishmanicida
de las fracciones obtenidas. (A) Filtracion molecular. Las fracciones fueron reunidas en tres “pools” segun indican las barras horizontales. 7gl
(present6 un rendimiento de 9,76%), Tgll (78,8%) y TgIII (6,30%). Las proteinas de TglIl poseen masa molecular inferior a 14,4 x 10° g/mol. (B)
Electroforesis en presencia de SDS (gel de poliacrilamida al 15%) para muestras conteniendo 30 pg de proteinas de cada “pool”. (C) Actividad
leishmanicida de las fracciones cromatograficas. Promastigotes de Leishmania (L.) mexicana fueron incubados durante 1 h con 35 pg/mL de
proteinas de los “pools” cromatograficos indicados. La actividad leishmanicida se expresa como el porcentaje de mortalidad de los promastigotes
incubados calculado con respecto al total de células incubadas. Las barras del histograma corresponden al valor promedio obtenido a partir de tres
experimentos independientes + error estandar de la media.
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Figura 6. Aislamiento y caracterizacion de los componentes leishmanicidas presentes en la fraccion TgIII. (A) Fraccionamiento mediante HPLC en
fase reversa de 300 pg de proteina provenientes de un “pool” efectuado a partir de la fraccion Tg//l. (B) Actividad leishmanicida sobre promastigotes
de Leishmania (L.) mexicana empleando 1 pg de proteina correspondiente a cada una de las fracciones eluidas en la seccion (A), reunidas en “pools”
segun se indica en el perfil de elucion. Los ensayos fueron realizados por triplicado para cada fraccion. (*) Indica la fraccion HPLC-13 mas activa
sobre promastigotes. Las barras del histograma corresponden al valor promedio obtenido a partir de tres experimentos independientes. + error
estandar de la media.
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Figura 7. Caracterizacion electroforética y mediante espectrometria de masas del componente leishmanicida HPLC-13. (A) Electroforesis en acido
acético-urea en geles de poliacrilamida al 15% del componente derivado de HPLC del veneno de Tityus gonzalespongai. Se compara la composicion
del veneno crudo (TgVC: veneno completo de 7Tityus gonzalespongai) con aquella de la fraccion 7glIll y la franja del componente HPLC-13. (B)
Analisis por MALDI-TOF del componente HPLC-13 correspondiendo a un péptido de 6.880,97 Da de masa molecular (flecha).

La actividad leishmanicida de 7. gonzalespongai esta
asociada a los componentes del veneno con menores
masas moleculares, los cuales eluyen en la fraccion
cromatografica 7glIIl obtenida mediante exclusion
molecular. Este hallazgo tiene un paralelo con los
resultados previamente logrados por Borges et al. (2006a)
con el veneno de 7. discrepans, que indican que el efecto
leishmanicida del mismo esta asociado con componentes
termolabiles con masas molares menores a 14,4 x 10° g/
mol. En dicho trabajo, se muestran resultados relativos a
la separacion del veneno crudo de 7. discrepans mediante
cromatografia en Sephadex G-50, dando tres fracciones
(Tdl, Tdll y Tdlll), indicando a la fraccion 7dll, con
mayor actividad, produciendo 76% de mortalidad
de los parasitos incubados. La fraccion 7glIl de T
gonzalespongai mostro la mayor actividad leihsmanicida
en comparacion con 7gIl, sugiriendo la existencia de
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posibles diferencias en términos estructurales y/o de
actividad entre los componentes antiparasitarios de 7.
discrepans y los producidos por la especie oriental, las
cuales deberan ser objeto de futuras investigaciones.

Adicionalmente, evidencias expuestas por Borges
et al. (2006a) mediante microscopia electronica indican
que los componentes del veneno de 7. discrepans con
actividad leishmanicida producen intensa vacuolizacion,
aumento del volumen del bolsillo flagelar y muerte de
promastigotes de L. (L.) mexicana 30 minutos luego de su
incubacion con extractos del veneno y con sus fracciones
cromatograficas activas. En el caso de 7. gonzalespongai,
la evidencia estructural obtenida indico lisis celular a
la concentracion ensayada, efecto no observado con el
veneno de 7. discrepans a esa misma dosis, sugiriendo
diferencias en los mecanismos de citotoxicidad entre
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ambos venenos.

El mecanismo de accion de los componentes del
veneno responsables de este efecto estd ain por ser
dilucidado. Sin embargo, el hecho que Borges et al.
(2006a) hayan reportado que a las concentraciones a las
cuales se observa el efecto antiparasitario (35 pg/mL)
no fue observada citotoxicidad en células de mamifero,
indicaria que el efecto de los venenos de escorpion sobre
Leishmania esta probablemente asociado a componentes
de alta especificidad. El hecho que los componentes
leishmanicidas de los venenos de 7. discrepans y T.
gonzalespongai sean capaces de distinguir entre L. (V)
braziliensis, L. (L.) infantum 'y L. (L.) 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 a estos
venenos (Borges et al. 2006a).

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 duracion, 100% y 84%
de mortalidad de promastigotes de L. (L.) mexicana
respectivamente. Debido alo escaso del material obtenido,
solo se procedid a la caracterizacion del componente
HPLC-13, el cual rindi6 una masa molar de 6.880,97
g/mol mediante espectrometria de masas. Esta masa es
tipica de las toxinas de escorpion de cadena larga, entre
60 y 70 aminoacidos en su estructura primaria, las cuales
tipicamente son agonistas de canales i6nicos en células
de mamiferos. HPLC-13 es muy probablemente un
componente cationico, en vista de su migracion 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 7¢lII en
eluir en la cromatografia liquida a alta presion.

Independientemente de su naturaleza quimica y del
mecanismo que mejor explique su actividad biologica,
este trabajo ha sido el primero en aislar un componente
leishmanicida a partir de un veneno de escorpion con
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una pureza relativamente elevada, como lo evidencian
los experimentos de MALDI-TOF y de electroforesis
en geles de poliacrilamida. Dada la especificidad de su
actividad bioldgica, estos componentes podrian servir de
base para la preparacion de drogas antiparasitarias mas
especificas y mas economicas para el tratamiento de la
leishmaniasis.

CONCLUSIONES

El efecto leishmanicida (sobre L. (L.) mexicana)
observado en doce venenos de diez especies de
escorpiones endémicos de Venezuela y una especie
brasilefia (7. serrulatus) permitieron determinar que tal
efecto es especie-especifico, con las siguientes especies
clasificadas dependiendo de su actividad antiparasitaria:
actividad elevada (> 80% de mortalidad; 7. discrepans, T.
gonzalespongai y T. perijanensis), actividad intermedia
(40-80% mortalidad; 7. clathratus, T. falconensis A,
T nororientalis AL, T. nororientalis CA, T. imei y T.
zulianus), y actividad baja (< 40%; T. falconensis B, T.
breweri, T. sanarensis'y T. serrulatus).

El veneno de T gonzalespongai, endémico del
nororiente venezolano, produce dafio agudo (1 hora
de incubacion) a nivel estructural y ultraestructural
en promastigotes de L. (L.) mexicana, mostrandose
evidencia de muerte celular: vacuolas autofagicas,
aumento del volumen del bolsillo flagelar, picnosis del
nucleo y desorganizacion del interior mitocondrial.

De los tres venenos mas activos, el producido
por T. gonzalespongai, fue sujeto a fraccionamiento
cromatografico mediante filtracion molecular en
Sephadex G-50 y luego mediante cromatografia a alta
presion en fase reversa. Fue aislado un componente de
6.880,97 Da nombrado HPLC-13, el cual probo ser un
potente leishmanicida en ensayos in vitro.
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