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Resumen

Se realizo el presente trabajo de investigacion, con el objetivo de deter-
minar el patrdn electroforético de las proteinas totales del veneno de la espe-
cie Hadruroides charcasus perteneciente al distrito de Chongoyape, provincia de
Chiclayo.

Se recolectaron 21 especimenes, a los que se reconocio el sexo e iden-
tifico la especie. Se les extrajo el veneno y se analizd mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida en dodecil sulfato de sodio (PAGE - SDS)
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el patrén de bandas y usando como marcadores de pesos moleculares los es-
tandares: (anhidrasa carbénica, ovoalbimina y albdmina bovina) y el peso mo-
lecular de cada banda.

Se determind la presencia de al menos 7 bandas proteicas con pesos
moleculares de 5.2 KDa a 85.6 KDa.

Se concluye que en la especie Hadruroides charcasus existe diferente pa-
tron electroforético en ambos sexos y la presencia de un polimorfismo proteico
significativo en la poblacidn.

Palabras claves: Polimorfismo, veneno de escorpidn, electroforesis,
proteinas.

Abstract

This research work was realized, with objective of determining the elec-
trophoretic pattern venom from the specie Hadruroides charcasus belonging to
the district Chongoyape, province of Chiclayo.

21 specimens were collected, which are reconognized sex and indenti-
fied the specie. It was also analized using the thechnique of polyacrylamide gel
electrophoresis in sodium dodecyl sulfate (SDS - PAGE]), the pattern of bands
and using as molecular markers: Carbonics anhydrase, ovalbumin and bovine
albumin).

It was determined the presence of at least 7 protein bands with molecu-
lar weights from 5.2 Kda to 85.6 Kda.

It is concluded that the specie Hadruroides charcasus presented different
electrophoretic pattern in both sexes and the presence of a significant protein

polymorphism in the population.

Keywords: Polymorphism, scorpion venom, electrophoresis, proteins.

1. Introduccion

Los escorpiones son aracnidos también denominados “alacranes” en
Hispanoamérica cuyo veneno es capaz de ocasionar la muerte del humano pi-
cado descrito por Zavaleta (1983). Los escorpiones son mas comunes en las re-
giones tropicales y subtropicales, algunos también aparecen en zonas templa-
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das. Generalmente son animales huidizos, se ocultan durante el dia en galerias
0 bajo objetos, y por la noche se alimentan de insectos y aranas que sujetan con
los pedipalpos y desgarran con sus queliceros segun Hickmanet al, (2002).

En el Peru existen representantes de seis familias de escorpiones: Bo-
thriuridae, Buthidae, Euscorpiidae, Ischnurida y Caraboctonidae comunicacion
personal Ochoa (2006) .

El veneno de los escorpiones descrito por Zavaleta (1983), es elaborado
por dos glandulas apocrinas yuxtapuestas, ubicadas en el ultimo segmento del
post-abdomen denominado Telsén, que termina en una espina curva a través
de la cual discurre un canal Unico que comunica las glandulas venenosas con el
exterior. EL veneno es un fluido viscoso elaborado por células epiteliales y mu-
cosas de la pared de la glandula venenosas, cuyo color varia segun la especie:
transparente, blanco lechoso y amarillo.

La accion del veneno es neurotdxica, produciendo una paralisis local y
ademas insalivacion, hipo, fatiga y decaimiento probablemente causado por el
dolor. La duracion de estos efectos esta relacionada directamente con la can-
tidad de veneno inoculada e inversamente con el peso del animal que la recibe
(Caceres, Aguilar, Meneses 1972).

Los estudios realizados sobre veneno de escorpidon en nuestro departa-
mento son escasos, pero por primera vez se trata de un estudio polimérfico de
los componentes proteicos del veneno de escorpiones de la misma especie. A
pesar de ser un grupo tan pequeno el de los escorpiones, tienen importancia
médica y bioldgica, en este trabajo de investigacion realizado abordamos al es-
tudio polimdrfico de las proteinas del veneno tanto en machos y hembras, como
también la identificacidon de la especie que se encuentra presente en el Cerro
Racarrumi perteneciente al Distrito de Chongoyape.

2. Materiales y Métodos
Material Bioldgico:
Lo constituyeron los escorpiones de la misma especie la cantidad de 21

especimenes fueron recolectados en el Cerro Racarrumi perteneciente al dis-
trito de Chongoyape, Provincia de Chiclayo - Departamento de Lambayeque.
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Captura de especimenes:

Los especimenes fueron recolectados en el Cerro Racarrumi del Distrito
de Chongoyape que pertenece a la provincia de Chiclayo, Dpto. de Lambayeque
ubicado en la latitud 6° 38" 27.27"" y longitud 79° 22" 58.79"".

En la captura de los especimenes se utilizé un frasco de vidrio y pinzas
de Biicherl, el cual sirvié para coger del post abdomen (cola) y luego colocarlo
en el frasco de vidrio después taparlo, el cual se llevé al laboratorio, para ser
descritos e identificada la especie.

Identificacion de la especie y reconocimiento del sexo:

Con la ayuda de la clave para géneros de escorpiones peruanos (Francke,
1977) y el aporte que brindd el especialista Dr. José Ochoa, se identifica de la
especie y el sexo.

Obtencion del veneno:

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica a 22 voltios (Zavaleta,
1983) y fue recolectado en tubos eppendorf (1.5ml.], luego se agregd 10 pL beta
mercaptoetanol (BME] y se conservé a -20 ° C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGE - SDS):

Con lafinalidad de evaluar la purezay el peso molecular de las proteinas,
se empled PAGE - SDS de acuerdo al manual de practicas de Chimoyet al (1989).
Para la preparacion del gel de resolucion se mezcld 4.4 ml. de agua destilada
4.2 ml. de solucién stock de acrilamida (30 % de acrilamida y 0.8 % de bisa-
crilamida), 0.1 ml. de SDS, 1.25 ml. de Tris - HCL 3M pH 8.9, 10 uL de TEMED
y 100 pL de PERSA 10%. Inmediatamente se mezcld y vertié a la camara de
electroforesis, cubriéndose con una delgada capa de SDS 0.1 % hasta conseguir
su gelificacion. Luego formado el gel, se retird el SDS 0.1% con ayuda de papel
absorbente y se agrego el gel de stacking, el cual se preparé con 0.025 ml. de
solucion stock de acrilamida, 3.55 ml. de agua destilada, 0.05 mL. de SDS 10 %,
0.63ml. de Tris- HCL 1 M pH 6.8, 7.5 uL de TEMED, 75 pL de PERSA al 10 %.

El veneno crudo 10 pL y una mezcla de proteinas estandares fueron tra-
tadas con 10 pL de buffer de muestra y fueron hervidas (bafo hirviendo) a 100
° C por 5 minutos, antes de aplicar al gel. La corrida electroforética se realizé
a voltaje constante, (68 voltios) durante 90 minutos. Concluida la corrida el gel
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de stacking fue eliminado y el gel de resolucion se tifid con azul brillante de
coomassie 0.1 % por 5 minutos. Luego se procedié a la decoloracion en una
solucion decolorante (metanol, acido acético y agua) hasta visualizar las bandas
de proteina. Finalmente fue escaneado para su registro respectivo.

3. Resultados
Identificacion de la especie y Reconocimiento de sexo:

En la costa peruana existen varias especies de escorpiones tales como
Hadruroides lunatus, Hadruroides charcasus y Brachistosternus ehrenbergii.
Pero la especie que se identificd fue Hadruroides charcasus por la presencia de
granulitos en la cara interna de la pinza del pedipalpo (Figura 1), la pinza es
mucho mas robusta en H. charcasus, ademas es una especie de mayor tamano.

Figura N° 1 La flecha indica un pedipalpo robusto propia de la especie Hadruroides
charcasus.

El reconocimiento del sexo de la especie Hadruroides charcasus se cen-
trd en los caracteres sexuales secundarios en el caso de los Hadruroides los
machos presentan una lobulacion en el dedo fijo bien evidente. En el caso de
Hadruroides charcasus no es tan marcada pero de todas maneras es mas evi-
dente que en la hembra. Otra forma de como se reconocié el sexo es por el
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numero de dientes pectineos (Figura 2y 3) en hembras de H. charcasus varia de
15a 19 dientes y machos 19 a 22. Ademas que los machos tienen los dientes del
peine mas alargados y juntos, en las hembras es mas separado.

Foto: Orlando Pérez

Figura N° 2 Cara ventral del escorpion Hadruroides charcasus y ubicacion de los
peines mostrados por las flechas.

Foto: Orlando Pérez

Figura N° 3 Peines del escorpion Hadruroides charcasus mostradas en ampliacion.
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Determinacion del Peso Molecular de las proteinas en la electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio [PAGE - SDS):

La evaluacion por PAGE - SDS, de las proteinas del veneno crudo de Ha-
druroides charcasus, se obtuvieron diferentes patrones de proteinas para cada
espécimen, pero se determiné los pesos moleculares de las proteinas presen-
tes en la corrida electroforética basado en distancia de recorrida (m.m) de las
proteinas estandares.

Distancias recorridas de las proteinas
estandares del veneno (Grupos N° 1)

Fig. N° 4 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS [PAGE - SDS] de las pro-
teinas del veneno del escorpion Hadruroides charcasus. En el carril (5] estédn las
proteinas estandares: albimina (66 KDaJ, ovoalbuimina (45 KDa) y Anhidrasa Car-
bénica (29 KDa), los demas carriles corresponden al veneno crudo.

Fuente: fotografia del autor.
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Tabla 1:
Distancias de recorrido [m.m] de las proteinas estandares y proteinas del
veneno del escorpion Hadruroides charcasus.

Proteina PM (KDa) Distancia (m.m) Log PM
AlbUmina bovina 66 5 1,81954394
Ovoalbimina 45 18 1,65321251

A. Carbonica 29 34 1,462398

E-2 E-3 E-4 P E-6 E-7 E-8 E-9 E-10

1 1 0.5 5 4.5 0.9 1.1 1.5 0.5
2 3 1 18 9 3 4 2.5 5
6 7 3 34 14 5 7 13 13.5
31 " 7 20 8 13 19 325
13 10 24 13 18 37.5
18 13 18 30
32 31.8 32

Fuente: elaboracion del autor.

Calculo del peso molecular:

Se obtuvo el logaritmo decimal de cada peso molecular de las proteinas
estandares.

Se realizé un grafico de dispersion entre el logaritmo decimal de los pe-
sos moleculares de las proteinas estandares y las distancias recorridas (Frei-
felder, 1981). El cual se obtuvo una férmula para la obtencién de los logaritmos
de los pesos moleculares de las proteinas presentes en el veneno del escorpién.
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Grafica N° 1 Distancia de recorrido de las proteinas estandares en la electroforesis
de PAGE - SDS (Grupo 1)

Fuente: elaboracidn propia.

y=-0.0123x + 1.8788

Empleando la formula se obtuvo los logaritmos decimales de los pesos
moleculares y luego se realizd otra operacion matematica, se saco el antilo-
garitmo para calcular los pesos moleculares de las proteinas desconocidas del
veneno del escorpidn.

Tabla 2:
Pesos Moleculares (KDa) de las proteinas estandares y proteinas del veneno
del escorpién Hadruroides charcasus.(Grupo N° 1)

E-2 E-3 E-4 P E-6 E-7 E-8 E-9 E-10
KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa

73.5 73.5 74.6 66 66.6 737 733 725 74.6
71.4 69.5 73.5 45 58.6 695 675 705 66
63.8 62 69.5 29 50.9 66 62 52.3 51.6

30.6 55.3 62 429 603 523 442 30.1
52.3 56.9 383 523 454 26.2
45.4 52.3 454 323
30.6 31.8 30.6

Fuente: elaboracidon propia.
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Distancias recorridas de las proteinas
estandares y del veneno (Grupos N° 2)
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Fig. N° 5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS [PAGE - SDS] de las pro-
teinas del veneno del escorpion Hadruroides charcasus. En el carril (6] estdn las
proteinas estandares: albumina (66 KDa), ovoalbimina (45 KDa) y Anidrasa Carbd-

nica (29 KDa), los demas carriles corresponden al veneno crudo.

Fuente: elaboracidn propia.

Tabla 3:

Distancias de recorrido [m.m] de las proteinas estdndares y proteinas del
veneno del escorpién Hadruroides charcasus. (Grupos N° 2)

E-2 E-3 E-4 E-5 P E-6 E-7 E-8 E-9 E-10
50 5 29 46 1 29 24 53 53 16
6.5 46 49 14 46 53 24
12 49 52 24 48 28
26 52 51 45
46
49
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Calculo del peso molecular:

Se obtuvo el logaritmo decimal de cada peso molecular de las proteinas
estandares.

Proteina PM (KDa) Distancia (m.m) Log PM
AlbUmina bovina 66 1 1,81954394
Ovoalbumina 45 14 1,65321251

A. Carbdnica 29 24 1,462398

Fuente: elaboracidn propia.

2
18
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e Seriel 1,2
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— Lineal (Serie1) 0,8
0,6
0,4
0,2
0 T T T
y=-0,02x + 1,812 0 5 0 15 20
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Distancia

Gréfico N° 2 Distancia de recorrido de las proteinas estandares en la electroforesis
de PAGE - SDS (Grupo 2).

Fuente: elaboracidon propia.

y=-0.02x + 1.812

Empleando la formula se obtuvo los logaritmos decimales de los pesos
moleculares y luego se realiz6 otra operacion matematica, se saco el antilo-
garitmo para calcular los pesos moleculares de las proteinas desconocidas del
veneno del escorpidn.
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Tabla 4:
Pesos Moleculares [KDa) de las proteinas estandares y proteinas del veneno
del escorpién Hadruroides charcasus. (Grupo N° 2)

E-2 E-3 E-4 E-5 P E-6 E-7 E-8 E-9 E-10
KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa KDa

6.2 85.6 21 7.8 66 21 282 5.2 5.2 45

78.4 7.8 6.5 45 7.8 5.2 28.2
56.8 6.5 5.5 29 6.9 22.3
25.1 5.5 5.8 8.2
7.8
6.5

Fuente: elaboracion propia.

4. Discusion

En nuestro medio no existen trabajos similares y no hay bibliografia per-
tinente, por el mismo hecho no se han reportado trabajos de investigacion so-
bre venenos de escorpiones en la Universidad.

Del estudio efectuado sobre el veneno del escorpion Hadruroides charca-
sus, se observan caracteristicas importantes, como el aspecto del veneno: un
fluido viscoso de color blanco lechoso, este hallazgo coincidié con lo observado
en el veneno del escorpion de la especie Brachistosternus ehrenbergii (Calderén
y Aguilar, 1987), Sin embargo el aspecto del veneno del escorpion puede variar
dependiendo de la especie, cuyo color puede ser de transparente, blanco lecho-
soy amarillo (Zavaleta, 1983).

El estudio electroforético realizado en el veneno del escorpion Hadruroi-
des charcasus mostré al menos 7 bandas proteicas en un rango de 5 KDa a 93
KDa, esto permite ser propia de la especie y caracteristica que coincidiendo con
el trabajo sobre el veneno del escorpion de Lambayeque que mostro la misma
cantidad de bandas proteicas, pero sin la confirmacién exacta de la especie (Ar-
boleda et al 1973), cabe mencionar también que el nimero de bandas proteicas
puede variar dependiendo de la especie, como se muestra en el veneno del
escorpidn Brachistosternus ehrenbergii, al menos 11 bandas proteicas (Escobar
et al 2002), mientras que en el escorpidn rojo Mesobuthus tamulus la presencia
de 10 bandas proteicas (Badheet al 2006).
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En el andlisis por PAGE - SDS se mostro bandas proteicas de bajo peso
molecular entre 5 KDa a 16 KDa, esto puede asociarse con las toxinas del vene-
no escorpidnico reportadas por otros autores correspondientes a neurotoxinas,
en estos trabajos realizados por otros autores sobre la toxicidad del veneno, por
ejemplo el efecto del veneno del escorpion Hadruroides lunatus sobre ratones,
en el cual se aprecid tener accion neurotoxica porque manifestd con paralisis
del miembro donde fue inoculado (Caceres et al, 1972), asimismo mismo reali-
zaron una purificacion parcial de la toxinas del veneno del escorpion Hadruroi-
des lunatus, determinaron que eran de bajo peso molecular y especificas para
insectos, crustaceos y mamiferos (Escobar et al, 2002). Ademas que las toxinas
aisladas de otros venenos de escorpiones con accion en insectos, crustaceos
y roedores han mostrado ser proteinas que bloquean principalmente canales
idnicos de sodio y potasio (Lebrunet al 1997).

En cuanto a la estructura de las neurotoxinas, son polipéptidos basicos
conformados por 64 a 78 aminoacidos y de bajo de peso molecular y se en-
cuentran constituidas por 4 o 5 puentes de disulfuro por molécula de toxina
(Zavaleta, 1983).

En el andlisis de PAGE - SDS también se mostré bandas proteicas con
pesos moleculares de 16 KDa a 93 KDa, sin embargo por no haber reportes de
proteinas con los pesos moleculares anteriormente mencionadas, es de suma
importancia realizar un estudio Bioquimico y Farmacoldégico de estas. Por otro
lado en el veneno del escorpidn rojo Mesobuthus tamulus reportaron la exis-
tencia de 10 bandas proteicas con un rango de 26 KDa a 170 KDa, sin embargo
fueron reportadas por tener probable accién farmacoldgica como neurotrans-
misores. Fosfolipasa A2, Hemorragicas y Hialuronidasa (Badheet al 2006), por
lo tanto se podria asumir que tenga similar accion.

En este estudio del veneno del escorpion Hadruroides charcasus, median-
te la técnica de electroforesis, se determind un polimorfismo en base a las pro-
teinas totales del veneno del escorpidn entre machos y hembras. Esto permitio
inferir que los venenos de los escorpiones, varian en componentes proteicos,
asi sea de la misma especie. Asimismo, los estudios polimorfismos genéticos a
nivel de polipéptidos son cifrados en genes estructurales. La técnica de electro-
foresis en gel sin duda permite el estudio de loci que no estan segregando, por-
que la presencia de un polipéptido es prueba de la existencia de un gen, es decir
de una secuencia de ADN que determine una proteina. (Griffiths et al, 2000).

Este hallazgo de polimorfismo de venenos de escorpion ha permitido co-

nocer la variabilidad de sus componentes, tanto entre machos como en hem-
bras. Por lo tanto se podria preguntar a los a trabajos reportados por otros
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autores (Escobar et al, 2002; Velasquez, 2003; Ramos y Escobar, 2007), el ais-
lamiento de las toxinas del veneno escorpidnico, si correspondia a machos o
hembras.

El analisis protedmico (electroforesis bidimensional] del veneno de es-
corpién es importante, ya que permitiria conocer exactamente la cantidad de
proteinas presentes en el veneno, ya que la electroforesis unidimensional y la
coloracidn con coomassie blue, solo permite resolver un niumero relativamente
limitado de proteinas (Alberts et al, 2002, no obstante se ha podido detectar el
polimorfismo.

Sin embargo, hay nuevas técnicas de analisis en gendmica y protedmica,
como el analisis transcriptdmico de la glandula del veneno, que han enriqueci-
do genes que codifican el contenido del veneno del escorpidn Hadrurus gertschi
(Schwartz et al, 2007)

5. Conclusiones

1. No existe un Unico patrén electroforético del veneno del escorpion
Hadruroides charcasus en ambos sexos.

2. Existe polimorfismo proteico en el veneno del escorpidon Hadruroi-
des charcasus entre machos y hembras

3. Los caracteres sexuales secundarios: peines del escorpion Ha-
druroides charcasus, son importantes para reconocer el sexo del
espécimen.

4. La especie de escorpidn que esta presente en Distrito de Chon-
goyape, es Hadruroides charcasus, perteneciente a la familia Cara-
boctonidae.
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