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RESUMEN

Colombia posee gran diversidad de especies de escorpiones
pertenecientes a la familia Buthidae. Uno de los géneros de
esta familia son los Tityus, caracterizados por desarrollar
diferentes niveles de toxicidad en sus victimas, a causa de
los componentes bioquimicospresentes en el veneno que
producen. Este aspecto se ha tomado como objeto de
estudio en diferentes grupos de investigacion a nivel nacional
e internacional, para determinar su composicién y la actividad
que desarrollan en diferentes organismos.Enlos municipios
de San Mateo y El Espino, del oriente de Boyacéd Colombia,
se han presentado varios casos de escorpionismo, a causa
del escorpion Tityus sabineae, por lo cual, el principal
objetivo de esta investigacion, fue identificar parcialmente,
la presencia de péptidosen el veneno deT sabineae, por
medio de SDS-PAGE y HPLC, hallando péptidos con peso
molecular inferior a 40KDa. De acuerdo a esta caracteristica
pueden corresponder a toxinascapaces de inhibir canales
i6nicos de Ca**, Na* yK*, en mamiferos e insectos, como
se reporta en diferentes estudios como Roweet al. 2011;
Baiet al. 2010, entre otros.

Palabras clave: Veneno, escorpién, Tityussabineae,
péptidos, toxinas.

SUMMARY

Colombia has a great diversity of species belonging to the
family scorpions Buthidae. One of the genera of this family
are the Tityus, characterized by different levels of toxicity
develop their victims, because of biochemical components
present in the venom produced. This has been taken as
an object of study in different research groups nationally
and internationally, to determine their composition and
the activities performed in different organisms. In the
municipalities of San Mateo and El Espino, Boyacé in eastern
Colombia, there have been several cases of scorpion, Tityus
scorpion because sabineae, therefore, the main objective of
this research was to identify partially, the presence of peptides
in the venom of T. sabineae, by SDS-PAGE and HPLC, finding
peptides with molecular weight less than 40kDa. According
to this feature may correspond to toxins able to inhibit ion
channels Ca +2, Na + and K +, in mammals and insects,
as reported in different studies as Rowe et al. 2011; Baiet al.
2010, among others.
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INTRODUCCION

Las toxinas presentes en el veneno de escorpion se pueden
definir como polipéptidos de cadena corta desde 36 a 70
residuos de aminoéacidos (Possaniet al. 1985),se recono-
cen dos grupos:las que poseen enlaces disulfuro(Disulfure
Bond PeptidesDBPs) y las que no (No Disulfure Bond Pepti-
desNDBPs). Estas Ultimas son potencializadores de bradici-
nina, antimicrobianos, hemoliticas e inmunomoduladores,
y las DBPs son responsables de los efectos neurotéxicos, al
afectar la funcién de los canales i6nicos de células excita-
bles y no excitables(Guerrero-Vargas et al. 2012). Los vene-
nos de los escorpiones de la familia Buthidae, poseen una
mezcla de varios péptidos de la clase DBPs, que afectan-
los canales i6nicos de Na*, K", CI' o Ca*® en células exci-
tables del sistema nervioso y muscular (Roweet al. 2011).
Las toxinas afines a los canales de Na*,se enlazan a estos,
alterando su mecanismo de apertura,mientras que las afi-
nes a los canales de K", bloquean el flujo de sus iones, a
través del canal,causandohiper-excitabilidad en las células
nerviosas y musculares, desencadenando el mal funciona-
miento fisiolégico de estos tejidos (Petricevich, 2010; Yuet
al. 2004; Roweet al. 2011 y Guerrero-Vargas et al. 2012).
Aproximadamente se han secuenciado 120 toxinas de 23 a
64 residuos de aminoacidos (Guerrero-Vargas et al. 2012),
de estas se pueden destacar: la toxina noxiustoxin del veneno
de escorpion Centruroidesnoxius, que bloquea los canales
de K* (Possaniet al. 1985), del veneno de Centruroides mar-
garitatus, lascapaces de unirse a canales de Na*, K'o Ca*?,
afectando el sistema nervioso de insectos, crustaceos y roe-
dores (Escobar et al. 2003), del Tityusserrelatus, la mezcla
de moléculas con significante actividad inmunomodulatoria,
al estimular las funciones inmunes in vivo (Petricevichetal.
2005) y la toxina Cn2 de CentruroidesnoxiusHoffmannes,
utilizada como modelo para el medicamento en el tratamien-
to de Parkinson, alestimular el nacleo subtalamico (Shiavo-
net al. 2006).

En diferentes regiones de Colombia, existe gran diversidad
de especies de escorpiones de la familia Buthidae, pero son
muy pocas las especies que han sido objeto de estudio, sin
embargo, en el veneno del escorpién Tityus pachyurus,
hallado a lo largo del rio Magdalena entrelos400 a 1500 m
de altitud (Flérez, 2001; Gémez & Otero, 2007), Barona
ycolaboradores (2009) identificaron péptidos con actividad
neurotoxica, afines a canales idnicos, con dosis letal media
en ratones de 4,8mg/kgy en 2012 por Guerrero-Vargas
y colaboradores, diferenciaron la alta conservacién de
secuencias entre T. obscurusy T pachyrus, caracterizadas
como moduladores de canales de Na".

El escorpiéon T sabineae,pertenece a la familia Buthidae,
asociada al grupo del Tityusmagnimanus, y se diferencia la
vez por la coloracién oscura en el cuerpo y las patas, rojiza

en los pedipalpos para los machos y amarillentos en las
hembras y la cantidad de dientes pectineos es mayor (22
a 25 aproximadamente) con respecto a las especies mas
relacionadas. Es comun hallarla en las regiones montanosas
de Cundinamarca y Boyacd, en bosques himedos montanos
y premontanos dentro de una altura de 1.480m y 2.850m, por
lo que puede representar un problema de salud publica en la
regién donde se encuentra distribuido (Lourengoet al. 1996).

El principal objetivo de este trabajo fue la identificacién
y predicciéon parcial, de forma cualitativa del contenido y
posible funcién de los péptidos en el veneno de T. sabineae,
obtenidos por electroforesis SDS-PAGE y cromatografia
HPLC.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion de los especimenes del escorpién T.
sabineaese realizaron cuatro colectas en los municipios
de San Mateo y El Espino del departamento de Boyaca-
Colombia, a una altitud de 2500msnm y 2128msnm y fueron
trasladados al escorpionario o medio artificial, ubicado en la
Universidad De Ciencias Aplicadas y Ambientales, para su
mantenimiento se usaron los aspectos ecolégicos, bioldgicos
y toxinolégicos, descritos por Saldarriaga& Otero(2000).

El veneno se obtuvo por estimulacién eléctrica, cada 30 dias
a los individuos juveniles, adultos y hembras no grévidas. Las
muestras de veneno se centrifugaron a 15000rpm durante
15 minutos, y se dividieron en cuatro grupos: grupo A, las
muestras disueltas en 0,5mL de agua destiladay liofilizadas, B,
las disueltas en 0,5mL de agua destilada no liofilizadas, C,las
puras liofilizadas, D,las puras no liofilizadas.Se almacenaron
a 4°C, hasta su andlisis. La liofilizacién se realizé6 empleando
el equipo FreeZone 4.5 Liter de Labconco(Labconco 2004).

En cada uno de los grupos de muestras se determindla
concentracion por medio del método de Lowry.,(1951). El
cual se estandarizd, empleando como patrén BSAcon un
rango de concentracién entre 0,075mg/ml a 1,5mg/ml,
utilizando 5ul de muestra de veneno, la lectura se realizé en
lector de ELISA, con filtros de 585 y 690nm.

La electroforesis vertical SDS-PAGE con gel de acrilamida-
biscrilamida al 12%, se realiz6 de acuerdo al método
de Hames&Rickwood(1990), con un marcador de peso
molecular con un rango de 212 a 6.5KDa y se revel6 con azul
brillante de Coomassie al 0,1%. Los péptidospresentes en las
muestras de veneno, se separaron porcromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), con una columna analitica de fase
reversa C18, y un gradiente lineal desde 0% de solvente A
(0.12% &cido trifluoroacético—TFA—en agua) hasta 60% del
solvente B (0.10% TFA en acetonitrilo);por 60 min de corrida
y con un flujo de 1ml/min. (Barona et al.2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se colectaron 230 individuos de T sabineaey durante la
extracciéon de veneno su obtuvo 0,5ul. de venenocon un
promedio de concentracién de proteina total de 0,100mg/ml
en las muestras diluidas y 0,355mg/mL en las muestras puras
con un error estandar de 0,0226 y 0,0761respectivamente.
En la electroforesis SDS-PAGE, se observé la presencia de
cinco péptidos con un rango de peso molecular entre 45KDa
a 14KDa (Figura 1),tres péptidos, con pesos moleculares de
27, 20 y 14,3 KDa aproximadamente, han sido detectados
en venenos de otras especies de escorpiones de la misma
familia, con mayor similitud en los del mismo género,
ya que entre otros géneros se presentan diferencias, por
ejemplo en el veneno del escorpién Leiurus quinquestriatus
hebraeu se ha destacado la presencia de péptidos de 10KDa
(Thompsonet al. 2009), y de acuerdo a lo expuesto por
Nascimentoet al.(2006), existe menor similitud entre el
género Tityusy elLeiurus(Barona et al. 2006;Barona et al.
2004; Normanet al.1983; Escobaret al. 2003).

Las muestras empleadas para la separacion por HPLC fueron
las no liofilizadas,ya que las muestras liofilizadas mostraban
un comportamiento similar al blanco o los solventes

empleados en la técnica, por lo que se cree, que por los
cambios de temperatura que se realizaron en el método de
liofilizacién afecto la integridad de los péptidos ayudando a
su desnaturalizacién (Figura 2). Mientras que en las muestras
no liofilizadas se logré diferenciar la separacion de péptidos,
entre los 40 y 45 minutos de retencién y otros en menor
proporcién entre los 20 minutos (Figura 3). Asi los péptidos
obtenidos tanto por SDS-PAGE como en HPLC, ayudaron a
predecir que el veneno del escorpién 1. sabineae, no podria
desarrollar actividad proteolitica ni de fosfolipasa, ya que no
presenta péptidos con un rango de peso molecular superior
a 30KDa, ni se observd su separacion a los 10 minutos de
retencién en la cromatografia. Siendo una caracteristica
comun en la mayoria de los venenos de escorpién. Sin
embargo los péptidos obtenidos a los 20 minutos de tiempo,
se predice que pueden ser toxinas capaces de activar o
inhibir los canales de Na* y K*,alterando la funcionalidad
del sistema cardiaco en mamiferos y en el tejidonervioso
tanto de insectos como mamiferos (Barona et al.2006).
También pueden ser toxinas responsables de inducir el dolor,
al en longar el potencial de accién del canal de sodio o
crear un potencial negativo al inhibir la activacién del canal
dependiente de voltaje(Roweet al. 2011).

Figura 1. Foto de electroforesis SDS-PAGE, para las muestras de veneno de escorpion 1. sabineae. Carriles: 1. Muestra 1P
liofilizada, 2. Muestra 1P no liofilizada, 3. Muestra 2P no liofilizada, 4. Muestra 2D no liofilizada, 5. Muestra 3D no liofilizada,
6. Marcador de peso, 7 Muestra 3D liofilizada. B. Banda de péptido conservado y presente en mayor cantidad en todas las

muestras analizadas.
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En diferentes estudios, se han reportado y comprobado
beneficios o aplicaciones de algunas toxinas, por ejemplo
Bagdaanyet al. (2005), aislaron la Anuroctoxin, que
posee alta afinidad para bloquear los canales de potasio
en los linfocitos T de humanos, y aplicarlo en diferentes
tratamientos terapéuticos para la arteriosclerosis multiple y
otras enfermedades inmunes

mediadas por las células T. Por lo cual al tener en cuenta los
resultados obtenidos y las diferentes caracteristicas descritas
de las toxinas de los venenos de escorpién, se permite
predecir que en futuras investigaciones de las toxinas del

veneno de T. sabineae, podria desarrollar aplicaciones en el
control de plagas y tratamiento de enfermedades neurales y
escorpionismo en humanos. Ademas el analisis bioquimico
de los venenos de escorpion puede ser una herramienta,para
establecer relaciones filogenéticas entre las diferentes
especies de escorpiones, ya que la composicion de su
veneno es similar entre familias y géneros, y el veneno de
T. sabineaecomparte la composicién peptidica con los
venenos deT.pachyurus y C.margaritatus, pertenecientesal
mismo género y familia, respectivamente (Baronaet al.2006;
Escobaret al.2003).
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Figura 2. Comparacién del blanco o solventes utilizados en HPLC con la separacién de las muestras liofilizadas. A. Las
muestras puras sus duplicados generaron sehales que no pertenecen a contaminaciones de columna ni de los solventes.

B. Blanco o solventes de la técnica y muestras liofilizadas.
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Figura 3.Cromatégrama separacién de péptidos por HPLC. Muestra 1P, Muestra 2P. D. Péptido conservado y presente en

mayor cantidad en todas las muestras analizadas, puras y disueltas.
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