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RESUMEN

El veneno de escorpidn ha despertado la curiosidad del mundo cientifico principalmente
sobre los géneros Centruroides, Isometrus, Ananteris y Tityus de la familia Buthidae,
los cuales albergan algunas especies consideradas como un factor de riesgo para la
salud humana en paises tropicales (escorpionismo). En Colombia uno de los causantes
de este tipo de accidentes por su picadura es Centruroides edwardsii, un escorpion
disperso a lo largo del valle del rio magdalena, y de cuyo veneno se ha reportado
actividad sobre el sistema nervioso y circulatorio, ademas de ser reportado como el
responsable del 24 % de estos accidentes, solo en los departamentos de Antioquia y
Tolima; igualmente se debe resaltar la falta de informacién sobre la composicién y los
mecanismos de accién de las toxinas que contiene su ponzofa, limitando asi la
comprension de su bioactividad en la busqueda de compuestos bioactivos de
importancia farmacéutica. En esta investigacion se evalu6 el potencial biolégico del
veneno de 35 escorpiones identificados como Centruroides edwardsii, los cuales fueron
capturados en la vereda rincon de chipalo del municipio de Alvarado y mantenidos en
cautiverio, al tiempo que se les llevo a cabo la extraccion de su veneno por
estimulacién eléctrica. Se realiz6 la caracterizacion peptidica del veneno a través de R-
HPLC y PAGE-SDS, encontrando en su mayoria péptidos de bajo peso molecular (+/-
10 kDa); Se evalud el efecto antibacteriano, proteolitico, y fosfolitico del veneno crudo,
de los cuales no se hallaron resultados estadisticamente significativos, a excepcién de

la prueba de hemolisis indirecta, la cual posiblemente se dio por la accion de

. . + .
fosfolipasas A2 dependientes de Ca . El resultado global indica que son las
fosfolipasas A2 uno de los componentes encargados de actividad biologica en el
veneno, posiblemente relacionadas con el dafio neurotoxico tanto en la caza de su

alimento, como el accidente escorpidénico.

Palabras Clave: veneno, escorpiones, Centruroides, fosfolipasas, péptidos,

escorpionismo.



ABSTRACT

The scorpion venom has aroused the curiosity of the scientific world mainly on gender
Centruroides, Isometrus, and Tityus Ananteris the Buthidae family, which house some
species considered as a risk factor for human health in tropical countries (scorpionism).
In Colombia one of the causes of such accidents by their sting is Centruroides
edwardsii, a scattered along the valley of the Magdalena River scorpion, whose venom
and has been reported on the nervous and circulatory system, as well as being reported
as responsible for 24% of these accidents, only in the departments of Antioquia and
Tolima; also highlighted a lack of information on the composition and the mechanisms
of action of toxins contained their venom, thus limiting the understanding of their
bioactivity in the search for bioactive compounds of pharmaceutical importance. in this
research the biological potential of venom 35 scorpions identified as Centruroides
edwardsii, which were captured in the corner sidewalk Chipalo the municipality of
Alvarado and kept in captivity, was assessed while | were conducted extracting venom
by electrical stimulation. venom peptide characterization was performed using R-HPLC
and SDS-PAGE, the peptides found in most low molecular weight (10 kDa +/-);
Antibacterial, proteolytic, and crude venom fosfolitico effect, which was evaluated no
statistically significant results were found, except for the indirect hemolysis, which may
be given by the action of phospholipase A2 dependent Ca +. The overall result indicates
that phospholipase A2 is one of the components responsible for biological activity in the
venom, possibly related to nerve damage in both hunting their food, as the scorpion

accident.

Keywords: poison, scorpions, Centruroides, phospholipases, peptides, scorpionism.



INTRODUCCION

El veneno de escorpion en los ultimos afios ha despertado la curiosidad del mundo
cientifico, principalmente sobre los géneros Centruroides, Isometrus, Ananteris y Tityus
de la familia Buthidae, los cuales albergan algunas especies que por su veneno son
consideradas potencialmente peligrosas para la salud humana (Barona, Otero, de
Ofidismo, & Escorpionismo, 2004; Gomez et al.,, 2010). Estos escorpiones se
distribuyen en zonas tropicales, de ahi que la accidentalidad por emponzofiamiento sea
considerada como un problema en salud publica en paises centroamericanos,

Colombia, Venezuela y Ecuador (Gomez & Otero, 2007).

De manera general se establece que el veneno de los escorpiones es una secrecion
apocrina, compuesta de proteinas y péptidos de bajo peso molecular, los cuales actuan
sobre canales i6nicos de Na*, K*, Ca**, y CI en el sistema nervioso, modificando la
excitabilidad celular (Garcia Nufez, 2012; Pereanez & Vargas, 2009; Sollod et al.,
2005). En el caso particular de la familia Buthidae la ponzofia genera una liberacidon
masiva de neurotransmisores que conduce a una hiper-estimulacién del sistema
nervioso autonomo; los efectos neurotdxicos y cardiotéxicos, se deben a la accién
directa de las catecolaminas y la acetilcolina, lo que explica las manifestaciones
clinicas del envenenamiento (Charry, 2006). Igualmente gracias a la diversidad de
mecanismos de accion de las toxinas del veneno de los escorpiones y a la
especificidad que demuestran frente a diferentes modelos biolégicos (Ma et al., 2012)
han despertado el interés como alternativa en diversos campos de interés, incluyendo
el desarrollo de antibiéticos como agente antimicrobiano/anti fungico/antiviral (Cao et
al., 2012; Chen et al., 2012; Perumal Samy et al., 2007);0 como bio-insecticidas para
aplicacién agricola (Gurevitz et al., 2007; Herrmann, Moskowitz, Zlotkin, & Hammock,
1995) o desde el punto de vista médico en el tratamiento de desérdenes neurolégicos
(Wulff & Zhorov, 2008), cancer (Heinen & Gorini da Veiga, 2011; Gomez et al., 2010),

entre otras. De ahi el interés por conocer los mecanismos de accion bajo diferentes
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modelos bioldégicos, puesto que con ello se forjan las bases para el tratamiento, al
tiempo que es posible proponer alternativas en el uso de las toxinas en beneficio del

desarrollo cientifico.

Colombia cuenta con un aproximado de 70 especies de escorpiones, distribuidas en 4
familias (Buthidae, Chactidae, Diplocentridae e Ischnuridae), teniendo como principal
representante a la familia Buthidae, la cual cuenta con un poco mas de la mitad de las
especies (Gémez & Otero, 2007; Florez, 2012). Uno de los géneros mas importantes
de la familia Buthidae es el género Centruroides, el cual ha empezado a generar cierto
interés cientifico, médico y epidemioldgico por las complicaciones generadas por su
veneno; sin embargo, la informacion de sus aspectos biologicos es insuficiente, con lo
que se ha limitado la investigacién en aspectos clinicos, epidemioldgicos, toxicoldgicos
0 en la bioprospeccion de metabolitos. De los pocos registros que se tienen sobre su
distribucion lo presentan de Armas, Sarmiento, & Flérez, (2012), en donde establecen
la distribucion de Centruroides edwardsii, Centruroides margaritatus y Centruroides
gracilis en territorio Colombiano; de este mismo trabajo de destaca el reporte de
Centruroides edwardsii a lo largo del valle del rio Magdalena, siendo esta especie la
que mayor territorio a ocupa en el pais. Igualmente, Centruroides edwardsii ha sido
reportada como una de las especies cuya ponzoia es de importancia médica en los
departamentos de Tolima y Antioquia presentandose como el responsable de un 24 %
de los casos de accidentes reportados por picadura de escorpidon en ambas regiones
(Cardenas et al., 2004; Otero et al., 2004). Es por ello que con la determinacién de los
componentes peptidicos del veneno y la caracterizacion de algunos aspectos de la
actividad biolégica del mismo se espera apoyar en la formulacién de politicas de
educacion y prevencion del accidente escorpionico, igual que generar las bases para
empezar a perfilar el veneno de Centruroides edwardsii desde la bioprospeccion

animal.
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1. JUSTIFICACION

La produccion de veneno ha hecho de los escorpiones uno de los predadores mas
eficientes en la naturaleza, dotados de ventajas en la adaptacion a diversos
ecosistemas, soportando cambios en la disponibilidad de alimento y ataque de
predadores (Vargas, 2008; Ma et al., 2012); estas toxinas a su vez han sido el origen
de temores y fobias por la seriedad de los accidentes en las poblaciones humanas
(Hoffmann & del Carmen Farias, 1993; Flérez, 2001). EI escorpionismo afecta
principalmente a paises tropicales; un ejemplo de ello es Colombia, en donde diversos
factores, tales como la época del afo, la cubierta del suelo, el régimen de lluvias, las
caracteristicas de las viviendas y la modificacién del entorno, asi como las especies de
escorpion, generan nucleos en donde es frecuente el escorpionismo (Gomez et al.,
2010). Hasta ahora so6lo dos géneros y cuatro especies revisten importancia
epidemiologica en el pais (Tityus pachyurus, T. asthenes, T. fuehrmanni y Centruroides
gracilis/C. margaritatus/C. edwardsii) (Gomez et al., 2010; Gémez & Otero, 2007,
Barona et al., 2004), los cuales han ocasionado casos con sintomatologia leve y otros
que pueden llegar a ser mortales. En Colombia aun no se producen antiveneno contra
las picaduras de ninguno de estos alacranes, factor que es preocupante teniendo en

cuenta su diversidad y distribucién (Barona et al., 2004).

El veneno de escorpion al ser una mezcla heterogénea de proteinas con accién tdxica
(Escobar, Velasquez, & Rivera, 2003), se ha convertido en una herramienta para la
creacion de tratamientos no solo para los accidentes escorpionicos, sino también es la
base de investigaciones que abordan aspectos bioldgicos (Possani, Rodriguez de la
Vega, & Kastin, 2006; Postay), en la terapia de enfermedades respiratorias,
cardiovasculares, inflamatorias, autoinmunes, neoplasicas, y otros aspectos
farmacoldgicos (Garcia Nufiez, 2012). Los trabajos que se han abordado los aspectos
bioldgicos, clinicos, inmunolégicos y farmacolégicos del veneno de escorpiones que

representan un riesgo para la salud publica son escasos y dado que Centruroides
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edwardsii presenta cerca de un 35 % de los casos de envenenamiento por picadura de
escorpion en el pais, segun lo han reportan Barona et al., (2004) y del cual son pocas
las evaluaciones, en este estudio se pretende generar conocimiento de base como

punto de partida en investigaciones meédicas y biologicas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia no hay registros que permitan definir con certeza la magnitud del
escorpionismo (Gémez & Otero, 2007), sin embargo, los accidentes por picadura de
escorpion en algunas regiones del pais presentan altos niveles de incidencia;
departamentos como Caldas, Antioquia, Tolima, Huila, Cundinamarca, Valle del Cauca,
Santanderes y San Andrés son los de mayor numero de casos (Charry, 2006;
Rodriguez-Vargas, 2012). Cardenas et al. (2004), mencionan que en el Tolima se han
presentado el 24 % de los casos del pais, y de estos el 34.3 % han sido ocasionado por
Centruroides edwardsii, el cual es un escorpion ampliamente distribuido en el
continente americano. De igual manera el caracter sinantropico de esta especie facilita
encontrarla en ciudades y poblados (Teruel, 2004). Esta especie es considerada como
una de las mas peligrosas de Colombia, no solo por la frecuencia con la se haya en los
hogares, sino también sus por las potentes toxinas que contiene su veneno y del cual
no se tienen registros en el departamento sobre su toxicidad, tratamiento o uso

alternativo.

El veneno de escorpion ha sido descrito de manera general como una mezcla de
toxinas heterogénea, con una potente actividad neurotdéxica usada por estos
organismos para capturar sus presas. Esta compuesto de proteinas y péptidos de bajo
peso molecular, los cuales actuan sobre canales idnicos Na*, K*, Ca*, y CI, en el
sistema nervioso. En el caso particular de los seres humanos, el envenenamiento por
picadura de alacran genera dos sintomatologias, una local, manifestada en el lugar de
la picadura, y otra sistémica la cual puede llevar al paciente desde una taquicardia
sinusal e hipertension arterial, hasta insuficiencia o fallo cardiaco (Riveron, Lépez,
Mesa, Tena & Alvarez, 2012). Ahora bien, la complejidad y composicién de esta
mezcla es una de las razones por la cual es considerada como nueva fuente de
investigacion, que proporciona no solo la oportunidad de desarrollar un antiveneno, que
dé solucién a la problematica generada por estos accidentes, sino también proponer

alternativas al uso de sus metabolitos en farmacologia e industria agricola, entre otras.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar el veneno extraido de especimenes Centruroides edwardsii recolectados

en el departamento del Tolima y evaluar su potencial biologico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar taxonémicamente de los escorpiones recolectados y confirmar su
inclusion dentro de Centruroides edwardsii

e Generar un perfil proteico del veneno de Centruroides edwardsii

e Evaluar la actividad fosfolipasa, proteasa y hemolitica del veneno crudo extraido de
especimenes de Centruroides edwardsii

e Determinar la actividad antimicrobiana del veneno de C. edwardsii frente a distintas
cepas bacterianas.

18



4. METODOLOGIA

41. AREA DE TRABAJO

El trabajo se realiz6 en las instalaciones del grupo de investigacion en productos
naturales (GIPRONUT) de la Universidad del Tolima, ubicado en el bloque 14 del
campus Santa Helena; y en el grupo de ofidismo/escorpionismo de la Universidad de

Antioquia.

Los escorpiones fueron colectados en la vereda Rincdn de chipalo en el municipio de
Alvarado (Fig. 1), ubicada al nororiente del Departamento de Tolima a los 4°25°49.1"" N
y 75° 13’y 1.7"" W.. La zona de muestreo fue un potrero destinado para ganaderia a
250 m del caserio, el cual se caracterizé por presentar abundantes pasturas, rocas de

naturaleza ignea y pequenos galerias de arbustos.

4.2, COLECTA

Para la busqueda y colecta de escorpiones se llevaron a cabo dos muestreos durante
un periodo de tiempo de tres dias, el primero del 22 al 24 de mayo de 2013, y el
segundo del 7 al 9 de junio de 2013. ElI muestreo se llevd a cabo hasta que fueron

colectados 35 ejemplares con una talla minima de 6 cm de longitud.

La busqueda se establecio revisando hojarasca, grietas, troncos y rocas que pudieran
servir de refugio durante el dia (Charry, 2006; Garcia Nufiez, 2012); en la noche se
usaron lamparas de luz UV teniendo en cuenta que los escorpiones presenta
fluorescencia al ser expuestos a este tipo de luz (Kloock, Kubli, & Reynolds, 2010). Los

especimenes colectados fueron mantenidos en cajas plasticas de 10 x 7 x 5 cm; hasta
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su llegada al laboratorio; una vez en el laboratorio estos fueron mantenidos teniendo en
cuenta la metodologia propuesta por Rivera, Flores, Pantigoso, & Escobar, (2010), con
algunas modificaciones; conservados en cajas plasticas de 15 x 8 x 10, alimentados

cada 15 dias con saltamontes, con agua dispuesta ad libitum (Fig. 2).

Figura 1 Ubicacion de los puntos de muestreo (puntos rojos) en la Vereda Rincén de

chipalo en el municipio de Alvarado.

Rincon de Chipalo

Fuente: A) Cortolima (2014). B) Alcaldia de Alvarado (2014). C) Google Earth (2104).

4.3. DETERMINACION TAXONOMICA

El material examinado para la comparacién taxonémica de los individuos colectados, se
encuentra depositado en las colecciones SUA-149 y SUA-073 del Serpentario del
Programa de Ofidismo/Escorpionismo, de la Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia. El lugar de procedencia de los especimenes analizados se ubica en los

departamentos de Antioquia y Tolima.

La nomenclatura y mediciones se realizaron segun lo propuesto por Stahnke (1970), a
excepcion de la tricobotriotaxia (Vachon, 1974) y la carenacion de los segmentos
metasomales (Francke, 1977). Para el caso de las carenas en la pinza pedipalpal se

siguié a Stahnke (Stahnke, 1970) modificado por Prendini (2000), pero reconociendo
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nueve en lugar de ocho (Vachon, 1952; Armas, Teruel, & Kovarick, 2011; de Armas,
Sarmiento, & Flérez, 2012). Anexo a ello se estableceran rangos y las modas en el
caso de los dientes pectineos, y los valores correspondientes a las dimensiones del

cuerpo de los organismos usando como modelo 50 escorpiones de la coleccion.

Para la determinacién taxondmica se tomaron como base las claves dicotdmicas
presentadas recientemente para el generd Centruroides en Colombia por de Armas et
al., (2012) (Anexo 1).

4.4. EXTRACCION DE VENENO

Se realizé por estimulacion eléctrica utilizando una fuente de poder para generar un
voltaje de 40 voltios. Los escorpiones fueron manipulados, sujetando el ultimo
segmento del metasoma y el telson, colocando los electrodos sobre la base del telson y
aplicando la descarga (Fig. 2). El veneno liberado se recogio en capilares y se depositoé
en vial de 1,5 mL (Rivera, Flores, Pantigoso, & Escobar, 2010; Cooper, 2011; Arboleda,
Meneses, & Aguilar, 1973). Este se secd por liofilizacion (Escobar, Flores, & Rivera,

2008) y se conservo a -80°C hasta su uso (Rodriguez Vega, 2011).

4.5. CARACTERIZACION DEL VENENO

4.5.1. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Se realiz6 una separacion del
veneno por cromatografia liquida de alta presion en fase reversa FR-HPLC con una
columna RESTEK C18 (250 x 4,6 mm), en un cromatografo liquido Shimadzu
Prominence. Como fase mdévil se utilizé6 acido trifluoroacético al 0,1% en agua y
acetonitrilo en un gradiente de elusion de 0-70% del acetonitrilo durante 92 minutos. En

el trascurso de la cromatografia se colectaron los picos mas representativos que
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tuvieron absorcion a una longitud de onda de 215 nm la cual evidencia la presencia de

enlaces peptidicos (Vargas Munoz, 2013).

4.5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida. El peso molecular y la pureza de las
proteinas aisladas se evaluaron por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones denaturantes con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) en geles al 12 %.
El voltaje fue constante (100V) durante 1,5 horas y los geles se tifieron con azul de
comassie R-250 (Souto & Maria, 2009; Gonzalez-Olivares et al., 2011; Rivera et al.,
2010). El peso molecular se estimé con marcadores estandar de 14 a 97,4 kDa marca
(Bio-Rad, USA).

Figura 2 Extraccion de veneno del escorpion Centruroides edwardsii. A, hembra de
Centruroides edwardsii; B, macho asegurado para la extraccion; C, estimulacion

eléctrica.

Fuente: Autor.
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4.6. EVALUACION DEL POTENCIAL BIOLOGICO

4.6.1. Actividad fosfolipasa. La actividad fosfolipasa del veneno se evalu6 a diferentes
concentraciones (6 ug/pL y 3 pg/uL) sobre una solucion lipo-proteica (yema de huevo) y
en presencia de CaClz, detectando la hidrolisis de fosfolipidos luego de ser incubado
por 15 minutos con el veneno, titulando con NaOH 0,01 N, y expresando los resultados
en uyeq de acido graso/mg de veneno/minuto (Remuzgo, Alvarez, Lazo, & Yarlequé,

2000). Los analisis se realizaron por triplicado.

4.6.2. Actividad proteolitica. La actividad proteolitica fue probada, afiadiendo 125 ug de
veneno a 2 mL de azocaseina (1 mg/mL) en Tris/HCI 0,2 M pH 8.0, CaClz 4 mM,
incubando a 37°C durante 30 min. Para detener la reaccion se adicionaron 500 uL de
acido tricloroacético (TCA) a 5% (m/v). Después de 20 min, se filtré la solucion y se
midié la absorbancia del filtrado a 366 nm. Una unidad de actividad se defini6 como un
aumento de 0,01 unidades de absorbancia a 366 nm (Bernardes et al., 2008). Los

analisis de realizaron por triplicado.

4.6.3. Actividad hemolitica directa e indirecta. Se evalud utilizando geles de agarosa
que contenian gldbulos rojos con y sin cloruro de calcio y solucion de yema de huevo,
asumiendo la dosis hemolitica minima (DHM), como la dosis de veneno que produce
un halo hemolitico de 20 mm de diametro en un tiempo de 20 horas. El veneno fue
disuelto en PBS pH 7,2 y adicionado en pozos dentro del gel. Como control negativo se
utilizé PBS pH 7,2 (Gutiurrez, Avila, Rojas, & Cerdas, 1988; Habermann & Hardt, 1972).

Los ensayos realizaron por duplicado.

4.6.4. Actividad antimicrobiana. Se utilizaron para los ensayos bacterias Gram positivas
(Bacillus sp., Staphylococcus aureus.), y Gram negativas (Escherichia coli,
Pseudomona sp. Salmonella sp, Klebsiella sp.). La evaluacion se llevo a cabo en micro-

placas de 96 pozos, en los que se colocd 130 uL del cultivo bacteriano 0,5 en la escala
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de McFarland en caldo Infusién Cerebro Corazén y 70 uL de veneno diluido en solucién
salina fisiologica. Luego de 24 horas a 37 °C se determind el crecimiento bacteriano
midiendo la absorbancia de cada pozo a 595 nm en un lector de micro placas
(Spectrophotometer Type 1510: Multiskan Go) (Pritchard, Phillips, & Kailasapathy,
2010; Rivera et al., 2010).

4.6.5. Analisis Estadistico. Las comparaciones estadisticas de la actividad
antibacteriana, proteasa, fosfolipasa y hemolitica se realizaron utilizando andlisis de
varianza simple ANOVA, asumiendo una significancia estadistica de p <0,05. Todos los

analisis de datos se realizaron utilizando el paquete estadistico Past 3.x (version 2.17).
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5. MARCO TEORICO

5.1. LOS ESCORPIONES (ALACRANES)

Son considerados como unos de los animales terrestres mas antiguos, de los cuales se
tiene evidencia fésil desde la era silurica, aproximadamente 450 millones de afios, en
los cuales se pueden evidenciar que con el paso del tiempo no han sufrido cambios
anatémicos notables para conservar su eficacia bioldgica en los diferentes ecosistemas
(Williams, 1987; Charry, 2006).

En su anatomia los escorpiones se encuentran divididos en dos partes faciimente
observables, un prosoma (cefalotérax) y un opistosoma (abdomen). El cefalotorax es
ancho y aplanado, no articulado, en la cara dorsal presenta de tres a seis pares de ojos
simples u ocelos, un par de los cuales, mas voluminoso, esta situado cerca de la linea
media. En la cara ventral, el cefalotérax presenta seis pares de apéndices: cuatro pares
de patas locomotoras (divididas en siete segmentos); un par de pedipalpos
(modificados en forma de “pinzas”) que le sirven al animal para aferrar sus presas, y un
par de queliceros u érganos masticadores. El abdomen subdivide en un pre-abdomen
(formado por 7 segmentos) y un post-abdomen (“cola”) formado por seis segmentos, de
los cuales el ultimo, llamado telson, presenta un aguijon (aculeo) en el que

desembocan las glandulas productoras de veneno (Polis, 1990) (figura 3).

Los escorpiones son invertebrados terrestres que pertenecen al Phylum Arthropoda;
Subphylum Chelicerata; clase Arachnida; orden Scorpionida, con 18 familias vy
aproximadamente 1.500 especies distribuidas a lo largo del planeta, exceptuando las
regiones polares (Gomez & Otero, 2007). Aun cuando estos invertebrados, es posible
encontrarlos en todas las zonas calidas y templadas del planeta, la capacidad como
especie para colonizar nuevos ambientes es limitada, debido a la poca locomocién y a

los requerimientos ambientales que presentan en general, de ahi que se presente un
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indice de endemismo tan alto para este grupo (Polis, 1990; Williams, 1987; Sissom &
Hendrixson, 2005). No obstante, existen especies también llamadas generalistas, que
han tenido éxito colonizando nuevos ecosistemas, principalmente zonas que han tenido
algun tipo de intervencidn antrépica; sus principales representantes ¢ encuentran en los
géneros Centruroides, Isometrus y Tityus de la familia Buthidae, que a su vez es
considerada en algunas regiones tropicales como riesgo para la salud publica (Gémez
& Otero, 2007; Otero et al., 2004).

5.2. VENENO.

Los venenos de escorpion tienen muchos péptidos diferentes, con estructuras y
funciones ampliamente estudiadas; sin embargo, son menos 350 los péptidos que se
han aislado y caracterizado parcialmente. Los péptidos mas conocidos del veneno
reconocen canales ionicos (principalmente K* y Na*) y se ha demostrado que
desempenan un papel importante en la farmacologia y la caracterizacion estructural de
sus receptores (Possani et al., 2006). Los venenos son una mezcla compleja de
componentes con diversos mecanismos de accion sobre sus presas (Chippaux,
Williams, & White, 1991). El veneno de los escorpiones es una secrecién apocrina,
compuesta de proteinas y péptidos de bajo peso molecular, los cuales actuan sobre
canales i6nicos Na*, K*, Ca*™, y CI, en el sistema nervioso, que modifican la
excitabilidad celular (Sollod et al., 2005; Garcia Nufiez, 2012; Gémez et al., 2010;
Pereanez & VARGAS, 2009). Los componentes toxicos del veneno son denominados
escorpaminas, varian en naturaleza y cantidad de un escorpidn a otro; el veneno
contiene ademas hialorunidasa, que aumenta la permeabilidad capilar para facilitar su
absorcion, y 5-hidroxitriptamina de la que depende la produccion de dolor y edema en
el lugar de la picadura, sin embargo no hay liberacion local de bradiquinina, histamina,
prostaglandinas u otros factores de inflamacion. Las escorpaminas llegan rapidamente
a la circulacién general y si son provenientes de especies muy venenosas, en minutos
pueden matar a mamiferos pequefios (Charry, 2006). Finalmente, hay que recordar que

el veneno de escorpidon genera una liberacion masiva de neurotransmisores que
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conduce a una hiper-estimulacién del sistema nervioso autbnomo. Los efectos netos
son neurotoxicidad y cardiotoxicidad, y son debidos a la accion directa de las
catecolaminas y acetilcolina, lo que explica las manifestaciones clinicas del
envenenamiento y da las bases para su tratamiento racional (Coronado, Alvarado, &
Dutari, 2008; Pereafiez & Vargas, 2009).

Gran parte de los esfuerzos por conocer los mecanismos de accién del veneno de
escorpion han estado motivados por el riesgo que este representa para la salud

humana, y la necesidad de tener un antidoto eficaz para mitigar los dafos producidos

Figura 3 Morfoloaia externa de un escorpion: A. vista dorsal: B. vista ventral.
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por las toxinas (de Roodt et al., 2010; Pereafiez & Vargas, 2009). En los ultimos afios
se ha dado importancia a otros aspectos de la actividad biolégica; tanto asi que se han
logrado identificar péptidos con accidén sobre agentes bacterianos, virus, protozoarios,
levaduras, hongos e insectos (Escobar et al., 2008; Ramos & Escobar, 2007; Rivera et
al., 2010; Escobar et al.,, 2003); con lo que se deja al descubierto el potencial

biotecnoldgico presente en el veneno de escorpion.

5.3. CARACTERIZACION PROTEICA

5.3.1. Cromatografia. La cromatografia es un potente método de separacion que tiene
aplicacion en todas las ramas de la ciencia. Esta facilita la separacion, identificacion y
determinacién de componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas. En
todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con una fase movil (gas,
liquido o fluido supercritico) la cual se hace pasar a través de una fase estacionaria (fija
en una columna o en una superficie solida), en donde aquellos elementos afines con la
fase estacionaria se desplazaran mas lento que aquellos afines a la fase movil
(Douglas, Skoog, Holler, & Nieman, 2008).

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separaciéon mas utilizada. Dentro
de las razones de su popularidad se encuentra su sensibilidad, facil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad
para separar especies no volatiles o termolabiles entre otras. Algunos ejemplos de
estos materiales son aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos, esteroides (Douglas et
al., 2008). La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se ha establecido
como la técnica principal para el analisis y purificacion de una amplia gama de
moléculas. En particular, la HPLC en sus diversos formas se ha convertido en el centro
de la técnica en la caracterizacion de péptidos y proteinas, esta desempefia un papel

fundamental en los avances de las ciencias biologicas y biomédicas (Aguilar, 2004).
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5.3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida. La electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida es una herramienta util para el analisis de mezclas complejas de
proteinas. Esta técnica, descrita originalmente por O'Farrell, separa las proteinas en
base a su punto isoeléctrico (pl) en la primera dimensién y segun su masa molecular
aparente en la segunda. En la primera dimension las proteinas son separadas en un
gradiente de pH hasta alcanzar una posicion en la que su carga neta es cero, lo que

define su punto isoeléctrico (Souto & Maria, 2009).

La electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y monitorear las
proteinas durante un proceso de purificacion; al igual que se emplea en la
determinacién del peso molecular de subunidades de proteinas. EI SDS desnaturaliza
por completo las proteinas y rompe las interacciones no covalentes que determinan la
estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos alifaticos dodecil se colocan en el interior,
mientras que los grupos sulfato en la superficie y todos los complejos SDS-proteina

toman carga neta negativa (Pérez, 2000).

5.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.4.1. Actividad fosfolipasa A2. Los lipidos son un conjunto de moléculas con una gran
diversidad estructural y funcional. Se les agrupa en la misma categoria porque a pesar
de ser en grupo tan diverso todos contienen estructuras ricas en Carbono e Hidrégeno,
lo que les confiere una muy baja solubilidad en ambientes acuosos. En especial un tipo
de lipidos, los fosfolipidos, tienen un caracter anfipatico lo que significa que tienen
regiones hidrofilicas (solubles en agua) e hidrofébicas (insolubles en agua), que les
permite cumplir con una de sus principales funciones en las células, ser un componente
fundamental de las membranas bioldgicas. Las funciones que llevan a cabo los lipidos
son muy diversas lo cual es un reflejo de su diversidad estructural, algunas de las
funciones mas importantes de estas biomoléculas son: ser constituyentes
fundamentales de las membranas bioldgicas y componente de las lipoproteinas. Son

fuentes muy importantes de energia, estan involucrados en el reconocimiento celular, y
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actuan como hormonas, o mensajeros intercelulares, entre otras (Flores Herrera et al.,
2005; Valdés Rodriguez, Bilbao Diaz, Leén Alvarez, & Merchan Gonzélez, 2002;
Garcia Morin et al., 2010).

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan enlaces éster especificos que conectan los
acidos grasos con el glicerol en las moléculas de fosfolipidos (Garcia Morin et al., 2010;
Flores Herrera et al., 2005). Las fosfolipasas A2 (FLA2) forman una familia de enzimas
claves en el recambio de los fosfolipidos de membranas y en la generacion de diversas
sustancias bioactivas: liso-fosfolipidos, acidos grasos libres y mediadores lipidicos de la
inflamacion. Existen 2 grandes clases, las FLAZ2 intracelulares o citosodlicas (FLA2c), las
cuales presentan una masa molecular elevada (40-85 kDa), se encuentran en la
fraccion citosodlica de practicamente cualquier tipo celular, poseen un dominio de unién
a la membrana dependiente de Caz" y parecen tener preferencia por fosfolipidos que
contienen acido araquidonico en la posicion 2; su participacion parece ser crucial en la
formacion de vesiculas provenientes del complejo de Golgi (Flores Herrera et al., 2005;
Valdés Rodriguez et al., 2002); y las FLA2 de secrecion (FLA2s), de masa molecular
pequefia (14 - 18 kDa). Las formas extracelulares de las FLA2 son extremadamente
abundantes en las secreciones de las glandulas exocrinas como pancreas y glandulas
venenosas de serpientes, abejas, escorpiones, en los cuales cumplen funcién
neurotdxica, miotdxica, anticoagulante, entre otras (Valdés Rodriguez et al., 2002;
Garcia Morin et al., 2010).

5.4.2. Actividad proteasa. Las proteasas constituyen un grupo de proteinas que tienen
la capacidad de hidrolizar otras proteinas e incluso a ellas mismas (Carrasco, 1996);
estas enzimas catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos de otras proteinas. Cada
proteasa es especifica de grupos particulares de péptidos, puesto que en su estructura
cuentan con una oquedad disefiada para cadenas de péptidos concretas (McGilvery,
1977). Las proteasas al ser enzimas degradativas logran controlar a nivel celular
procesos biolégicos esenciales (Moller, Vanderweit, Bubis, & Mari, 2013). Las formas
extracelulares de las proteasas se presentan generalmente en glandulas exocrinas
como pancreas y glandulas venenosas de serpientes, arafias y escorpiones, ejercen

efectos fisioldgicos sobre la presa necesarios para la captura y digestion, al tiempo que
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son responsables del dafio local en los accidentes por emponzofiamiento (Chulluncuy
& Enrique, 2014; Moller et al., 2013).

Las serin proteasas son una clase de enzimas proteoliticas que se caracteriza por la
presencia de una cadena lateral de serina Unica y reactiva. Son comunes en diferentes
organismos y con funciones diversas (Kraut, 1977). Los efectos toxicos promovidos por
las serin proteasas en venenos estan relacionados principalmente a sus acciones en la
hemostasia, actuando en varios componentes de la cascada de coagulacion, la
fibrinolitica y el sistema de calicreina-quinina, lo que lleva a un desequilibrio
hemostatico en presas. La gran mayoria son capaces de promover la coagulacion de la
sangre y se asemejan al menos parcialmente a la trombina, una proteasa multifuncional
con papel esencial en la coagulacién (Menaldo et al.,, 2013). Por su parte las
metaloproteinasas son los principales responsables de la actividad hemorragica y el
desequilibrio del sistema hemostatico, caracteristico de los venenos serpientes y
aranas. Estas enzimas dependientes de zinc actuan mediante la degradacién de
componentes de la membrana basal en la micro-vasculatura, causando la ruptura de
las paredes de los vasos capilares y en consecuencia promover la derramamiento de

sangre en el organismo (Bernardes et al., 2013).

Las serin y metaloproteasas se describen bien en varios los venenos de animales,
sobre todo en especies de serpientes, también se encuentran en el veneno de las

rayas, medusas y serpientes de mar (Moller et al., 2013).

5.4.3. Actividad antibacteriana. Las bacterias son microorganismos unicelulares que
pueden diferenciarse por su capacidad para retener un colorante basico (violeta cristal)
después de su fijacion con yodo y decoloracion con alcohol (reaccién de Gram), y se
dividen en grampositivas y gramnegativas (tabla 1). Las grampositivas conservan el
colorante, a causa de los acidos teicoicos que contienen en sus paredes celulares, en
tanto que las gramnegativas se decoloran con el alcohol y después se colorean de rojo
con safranina, debido a que tienen una membrana externa adicional que contiene

lipopolisacaridos (endotoxina) (Cué Brugueras & Morejon Garcia, 1998).
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Tabla 1 Clasificacion de algunas bacterias segun la tincién de Gram

Grampositivos Gramnegativos

Cocos Cocos

Staphylococcus sp. Neisseria sp.
Estreptococos beta Bacilos

Estreptococcus Escherichia coli
Viridans Francisella tularensis
Estreptococcus bovis Haemophilus influenzae
Enterococos Klebsiella pneumoniae
Pneumococos Legionella pneomophila
Bacilos Pseudomonas aeruginosa
Bacillus anthracis jejuni | Salmonella sp.
Corynebacterium Serratia marcescens
diphtheriae

Listeria monocytogenes | Shigella sp.

5.4.4. Péptidos antibacterianos. Son sustancias capaces de actuar sobre
microorganismos (bacterias, hongos, paracitos entre otros) suprimiendo su crecimiento
o causandoles la muerte; estas sustancias a su vez actuan de manera selectiva y a
bajas concentraciones (Vargas Mufoz, 2013). Los agentes antibacterianos se clasifican
segun su efecto sobre las bacterias en bacteriostaticos y bactericidas (Tabla 2), esto
depende de si la accion consiste en inhibir el crecimiento o lisar la bacteria,
respectivamente. Esta clasificacién es bastante inexacta, debido a que se genera una
variacion del modelo dependiendo del tipo de germen y de la concentracién del

antibiotico (Cué Brugueras & Morejon Garcia, 1998).

Tabla 2 Distribucién de algunos antibiéticos segun su accion sobre las bacterias

Bactericidas Bacteriostaticos

Betalactamicos | Amfenicoles

32



Bactericidas Bacteriostaticos

Aminoglucdsidos | Lincosamidas

Glicopéptidos Macrolidos

Quinolonas Sulfamidas

Rifampicinas Tetraciclinas

Los péptidos antimicrobianos son considerados como un componente importante del
sistema de defensa innata de una gran variedad de organismos eucariotas, incluyendo
a los seres humanos, las plantas e insectos. Este grupo de péptidos son considerados
como primitivos en su naturaleza y mecanismo de accion, ya que son unos de los
primeros mecanismos en evolucionar en la naturaleza, puesto que carecen de objetivos
especificos, y se dan a través de la sintesis y secrecion, luego del ingreso de los
agentes invasores al organismo como resultado de las presiones del medio ambiente
(Almaaytah & Albalas, 2014).

Se ha encontrado en venenos de serpientes, escorpiones, arafas y abejas, péptidos
con actividad antimicrobiana sobre bacterias gram positivas y gram negativas (Perumal
Samy et al., 2007); un ejemplo son las péptidos aislados del veneno de Hadrurus
gertschi (hadrurina), Vejovis mexicanus (vejovina) (Sanchez-Vasquez et al., 2013),
Heterometrus spinifer (HsAp) (Nie et al., 2012) y Pandinus imperator (Pantinina 1-3)
(Zeng et al., 2013), las cuales muestran tener actividad sobre una amplia gama de

microorganismos (tabla 3).

5.5. PEPTIDOS NEUROTOXICOS

Las neurotoxinas presentes en venenos de escorpion han desarrollado una bioactividad
especifica, dirigida a atacar e inmovilizar presas y defenderse contra depredadores.

Ademas el efecto sinérgico de algunas toxinas en el veneno ha permitido que este sea
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eficaz en una amplia gama de organismos, tanto asi que el veneno de una sola especie
de escorpion puede contener toxinas dirigidas preferentemente a invertebrados y otras
unicamente vertebrados (Bosmans & Tytgat, 2007; Garcia, Tanowitz, & Del Brutto,
2013).

Las toxinas del veneno de escorpion actuan sobre los canales idnicos (Na*, K*, CI, ca®)
presentes en las membranas neuronales, un ejemplo de ellos son las a-toxinas KTx
encontradas en un gran grupo de escorpiones, que actuan sobre los canales de potasio
Yy que a su vez se encuentran relacionadas con la boactividad, puesto que aumentan o
disminuyen la permeabilidad de iones en la membrana, alterando el impulso nervioso y
generando las manifestaciones clinicas. De igual manera se debe mencionar que estas
toxinas estan siendo utilizadas como modelos experimentales en la investigacion de
tratamientos en enfermedades del sistema inmune, desérdenes neuroldgicos y gliomas
cerebrales, entre otras (Garcia et al., 2013; Miyashita, Otsuki, Hanai, Nakagawa, &
Miyagawa, 2007; Joseph & George, 2012).

5.6. ANTECEDENTES

Colombia cuenta con un aproximado de 70 especies de escorpiones, distribuidas en 4
familias (Buthidae, Chactidae, Diplocentridae e Ischnuridae), en donde el principal
exponente es la familia Buthidae con un poco mas de la mitad de las especies (Gomez
& Otero, 2007)

Uno de los géneros mas importantes de la familia Buthidae es el género Centruroides,
el cual en el nuevo mundo es considerado taxondmicamente como uno de los mas
complejos. Entre los pocos registros que se tienen sobre su distribucion se destaca el
informe realizado por Sissom & Lourenco (1987), en donde presentan el estado de la
diversidad del genero Centruroides en las américas, reportando el rango de dispersion
de Centruroides margaritatus y Centruroides gracilis, desde la parte sur de Norte

América hasta el norte de Sur América (Colombia, Peru, Ecuador). Mas adelante,
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Armas el al, (2011), reorganizan la distribucion e identificacion taxonomica de
Centruroides margaritatus y vuelven a dar validez a Centruroides edwardsii, ubicando a
C. margaritatus en la zona noroccidental de sur américa (Colombia, ecuador, Peru),
con algunas poblaciones en Cuba y Jamaica; C. edwardsii en todo centro américa y la
parte norte de Suramérica (Colombia). De Armas et al.,, (2012) organizaron la
distribucion de Centruroides edwardsii, Centruroides margaritatus y Centruroides
gracilis en territorio colombiano, junto con la descripcion de una nueva especie,

Centruroides sanandres.

Desde el punto de vista bioquimico, a la fecha son varias la evaluaciones que se han
realizado sobre las toxinas producidas por el género Centruroides; un ejemplo es el
caso de Escobar et al., (2003), los cuales caracterizaron algunos péptidos del veneno
de Centruroides margaritatus, enfocando el trabajo y analisis en la actividad bioldgica;
de igual manera Escobar et al.,, (2008) realizaron la busqueda de un péptido
antibacteriano en el veneno de C. margaritatus y Hadruroides mauryi. Por otro lado
Rivera et al., (2010), realizaron una evaluacion similar en la actividad antimicrobiana en
C. margaritatus. En ambos trabajos no solo se confirmé la accion antimicrobiana del
veneno, sino también la ausencia de actividad hemolitica en las toxinas de ambos
escorpiones. También se ha trabajado con el veneno de otras especies en el mismo
género, tal es el caso de Dehesa-Davila et al (1996) los cuales realizaron una
comparacion estructural y funcional del veneno de Centruroides infamatus infamatus,
Centruroides limpidus limpidus y Centruroides noxius, encontrando una gran similitud
entre las toxinas de estas especies, dando un enfoque especial a aquellas cuya
toxicidad es especifica para mamiferos. Ademas, compararon las toxinas para otros
grupos taxondmicos, como por ejemplo crustaceos, siempre teniendo en cuenta los

péptidos que alteran las dinamicas neuronales en cada individuo.

En Colombia, el trabajo con escorpiones ha estado encaminado principalmente en
aspectos eco-epidemiologicos, describiendo de manera general, las especies que
representan un riesgo para la comunidad, los niveles de incidencia en cuanto a
escorpionismo se refiere, la gravedad de los casos reportados y zonas del pais en

donde es frecuente la problematica (Charry, 2006; Gomez et al., 2010; Gomez & Otero,
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2007; Otero et al., 2004). En una investigacion relacionada con la evaluacion del
potencial biolégico solo se han realizado dos trabajos, el primero es una determinacion
histopatolégica del veneno de Tityus pachyurus realizado por Barona et al., (2004), en
donde se demuestra que las toxinas producidas por esta especie presentan un bajo
efecto citotoxico y necrotizante, convirtiendo los trastornos hemodinamicos y el gasto
cardiaco en su principal herramienta de ataque en mamiferos, caracteristica que
comparte con varios miembros de la familia Buthidae. En el segundo trabajo
desarrollado por Garcia Nufez, (2012), se evalué el efecto del veneno de C.
margaritatus sobre la proliferacién celular in vitro, y se destaca que no presentan
toxicidad y que por el contrario; podria presentar un efecto mitogénico incrementando la
proliferacion celular a una concentraciéon de 800 ng/uL. Con esta evidencia se deja
claro que en el pais la investigacion en el tema es escasa, y supone una alternativa

viable en la busqueda de principios activos para su posible bioprospeccion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. COLECTAY DETERMINACION TAXONOMICA

En las dos salidas de campo realzadas a la vereda rincon de chipalo en el municipio
de Alvarado. Se capturaron 35 escorpiones, de los cuales 7 fueron por busqueda en
rocas y troncos durante el dia y 28 en presencia de luz ultravioleta. Los escorpiones se
identificaron como Centruroides edwardsii teniendo en cuenta las comparaciones

morfoldgicas realizadas en la coleccion (tabla 4).

En la diagnosis de Centruroides edwardsii en Antioquia y Tolima se encontré son
presentan un tamano moderado a grande (63-105 mm de longitud total). De coloracion
marrén amarillento oscuro (rara vez un poco mas clara) en el carpacho, los terguitos |-
VI, el segmento metasomal V, telson y pinza del pedipalpo; con una coloracién mas
clara en el resto del cuerpo (en ocasiones casi del mismo color del carpacho, sin
embargo las carenas (quillas) del metasoma y los pedipalpos contrastan por ser mas

oscuras que el color de base (Fig. 6).

Presentan abundante granulacién, de tamafo variable en carapacho y terguitos.
Segmentos del metasoma con consistencia coriacea, con quillas fuertes y denticuladas.
Pedipalpos hirsutos, principalmente en la parte interna de fémur, patela y pinza; mano
con la quilla dorsal marginal principalmente lisa y pilosa; dedo fijo con ocho hileras
principales de denticulos; y I6bulo basal del dedo movil bien desarrollado. Peines con
25 a 29 dientes en las hembras (moda 27) y 27 a 31 (moda 28 y 29) en los machos
(Tabla 5). Metasoma: segmentos II-IV con tres o0 mas pares de macrocerdas
ventrolaterales; telson con tubérculo subaculear pequefio, proximo a la base del aguijéon
y dirigido a la base de este. Descripcion que concuerda lo reportado para la especie
(Armas et al., 2011; de Armas et al., 2012).
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Tabla 3 Actividad antimicrobiana de péptidos aislados del veneno de 4 escorpiones.

Especies

Heterometrus Vejovis
Microorganismos spinifer Hadrurus gertschi mexicanus Pandinus imperator

HsAp Hadrurina Vejovina I1:’antin<ina ;’antinina :I;’antinina
Baterias gram-negativas
E. coli + +/- +/- + + +
Pseudomonas putida + NE NE + + +
Pseudomonas fluorescens |+ NE NE NE NE NE
Klebsiella oxytoca + NE NE + + +
Enterobacter cloacae + - + + + +
Salmonella enterica + NE NE + + +
Bacterias gram-positivas
Staphylococcus aureus + NE NE + + +
Bacillus magaterium + NE NE + + +
Bacillus thuringiensis + NE NE NE NE NE
Hongos
Candida tropicalis + NE NE + + +
+= con actividad antimicrobiana, - = sin actividad antimicrobiana, NE = no evaluada. (Nie et al., 2012; Zeng et al., 2013;

Sanchez-Vasquez et al., 2013)
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y Tolima) Colombia.

Tabla 4 Mediciones (mm) de Centruroides edwardsii de dos departamentos (Antioquia

Caracteres Hembras Machos
Carpacho L/A 8.0/8.5 8/8.4
Pedipalpo L 30 36.9
Fémur L/A 7.2/2.5 8.9/2.4
Patela L/A 7.712.9 9.1/2.9
Pinza L 13.2 16.2
Mano L/A/H 5.1/4.2/3.6 6.5/4.8/4
Dedo movil L 8,6 9.8
Mesosoma L 19,2 23
Terguito VII L/A 5.4/8.5 6.5/8.2
Metasoma L 38.9 58.4

I L/A 6.3/4.9 9.2/4.5
IIL/A 7.6/4.7 11.1/4.3
[ L/A 8/4.7 11/4.2

IV L/A 8.3/4.6 11.7/4.2
V L/A/H 8.3/4.2/3.7 12.4/4/3.7
Telson L 7.3 8.2
Vesicula L/A/H 4.7/3.1/2.8 6.1/3.7/2.8
Total L 66.4 92.2
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Tabla 5 Variacion de la cantidad de dientes pectineos en Centruroides edwardsii en los
departamentos de Antioquia y Tolima Colombia. D.E., desviacion estandar; N, cantidad

de peines examinados; X, media aritmética.

Numero de dientes
Sexo | N | pectineos Y |D.E.
25|26 |27 28|29 |30 |31
Q 39 |3 |6 (14106 27,311
3 50 3 1818|101 |28,8|0,9

No se encontré diferencia en el tamafio de las estructuras de los individuos entre las
regiones, con lo que se establece que amblas poblaciones de Centruroides edwardsii
mantienen caracteristicas morfolégicas similares, aun cuando el flujo genético entre las
mimas es minimo por las limitaciones geograficas y biolégicas para esta especie. sin
embargo se debe aclarar que la informacion correspondiente a los especimenes
colectados es insuficiente para establecer si existe o no diferencia morfologica entre
ambas localidades, lo anterior teniendo en cuenta que el numero de especimenes
utilizados en las mediciones fue limitado, esto debido al riesgo que representaba la
manipulacion de los escorpiones, y que estos no fueron sacrificados porque eran
necesarios para obtener el veneno, es por este motivo que se presentan los valores
promedio de los caracteres para Centruroides edwardsii agrupando ambos
departamentos (Tabla 4). No obstante, se evidencié una clara diferencia en los
caracteres sexuales, dados por el tamafo de algunas estructuras (pedipalpo,
metasoma, numero de dientes pectineos) y por patron de coloracion puesto que las
hembras tienden a tener un color mas oscuro (Fig. 6). Estas diferencias podrian estar
dadas por adaptaciones reproductivas que les ayuden mejorar su eficacia en el cortejo
y reducir las posibilidades de ser predado al terminar la copula en el caso de los
machos, ya que al tener los machos pedipalpos y segmentos metasomales mas largos
le permitiria mantener una distancia “segura” de la hembra, al tiempo que le estimula el

cuerpo con su aguijén en la danza previa al apareamiento (Polis, 1990)
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Figura 4 Centruroides edwardsii A-B macho; C-D hembra.

Fuente: Grupo de Ofidismo/escorpionismo Universidad de Antioquia.

6.2. CARACTERIZACION DEL VENENO

Cada escorpién tuvo una produccién de veneno crudo aproximada de 500 ug, dando
como resultado una produccién total de ~20 mg de veneno liofilizado. Solo 40 mg de
veneno liofilizado se utilizaron en las pruebas de laboratorio, el veneno restante se

conserva a -80 °C en las instalaciones de GIPRONUT en la Universidad del Tolima.
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En el perfil cromatografico por HPLC realizado al veneno de Centruroides edwardsii, se
encontraron aproximadamente de 50 picos cromatograficos a una longitud de onda de
215 nm, de estos se recogieron los mas representativos para ser evaluados en
electroforesis bajo condiciones denaturantes (Fig. 7). En la PAGE-SDS del veneno
crudo y las fracciones recolectadas de la cromatografia por HPLC del veneno se
encontré que los componentes de mayor abundancia corresponden a péptidos de bajo
peso molecular (< 10 kDa) (Fig. 8), un ejemplo de ello son las fracciones con tiempo de
retencién 28,6, 47, 57 minutos, las cuales presentan la mayor sefial dentro de los
componentes y su peso molecular no supera los 10 kDa. Este perfil electroforético
concuerda con lo reportado en otros estudios para especies de este mismo género,
donde el componente peptidico del veneno es de bajo peso molecular y en este rango
es donde frecuente mente se encuentran las toxinas encargadas de la actividad
bioldgica, generalmente sobre canales idnicos de células nerviosas (Bernardes et al.,
2013; Dehesa-Davila et al., 1996; Garcia, Becerril, Selisko, Delepierre, & Possani,
1997; Vargas, 2008; Menaldo et al., 2013).

6.3. ACTIVIDAD DEL POTENCIAL BIOLOGICO

El potencial biolégico del veneno crudo de Centruroides edwardsii no presento
actividad proteasa en dosis de 500 ug y 250 ug (ps 0,1236); el resultado de la
actividad indica que la ponzona no contiene proteasas, asociadas a la activacion de las
cascadas de coagulacion, actividad fibrinolitica, desbalance hemostatico o predigestion
de las presas, como si se evidencia en venenos de algunas serpientes y araias
(Foradori, Keil, Wells, Diem, & Tillinghast, 2001; da Silveira et al., 2007; Bernardes et
al., 2013; Menaldo et al., 2013); Sin embargo, hay evidencia de proteasas en venenos
de escorpion pertenecientes a la familia Buthidae como es el caso del Tityus
discrepans, en el cual encontraron serin y metaloproteasas asociadas ambas en la
actividad fibrinolitica, y su efecto anticoagulante (Brazén, Guerrero, D'Suze, Sevcik, &
Arocha-Piango, 2014). Este a su vez podria ser utilizado como farmaco para evitar la

formacién de trombos.
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No obstante, este resultado guarda relacion con los antecedentes bioldgicos y clinicos
presentados para Centruroides edwardsii, puesto que no han sido reportados casos en
donde el accidente por su picadura genere necrosis, hemorragia, coagulopatias, o fallo
renal posterior a la picadura, a diferencia del veneno de algunas serpientes en donde si
se presentan este tipo de afecciones (Gutiérrez & Chaves, 1980; Lomonte & Gutiérrez,
1983; Otero, Osorio, Valderrama, & Giraldo, 1992; Matsui, Fujimura, & Titani, 2000;
Bernardes et al., 2008).

Tabla 6 Actividad antibacteriana del veneno de Centruroides edwardsii en bacterias

Gram + y Gram a diferentes dosis.

Concentracion (ppm)
2500 1250

Bacillus sp. - -

Bacterias

Gram | Staphylococcus

+ aureus - -

Escherichia coli - _

Gram | Pseudomona sp. - -

- Salmonella sp. - -

klebsiella sp. - -

(+) Inhibicién de crecimiento bacteriano; (-) sin inhibicion de crecimiento. Fuente: autor

El veneno de Centruroides edwardsii no presentd inhibicidon del crecimiento en
bacterias Gram positivas y Gram negativas (p<0,1309; Tabla 7); sin embargo, no se
deben descartar otras formas de actividad antibidtica (comentarlas y citarlas), puesto
que de Centruroides edwardsii no se tiene informacion de este tipo, pero en otros
escorpiones (butidos y no-butidos) se han encontrado péptidos eficaces en el control de
agentes infecciosos como virus, hongos, bacterias y parasitos (Chen et al.,, 2012;
Almaaytah & Albalas, 2014), como es el caso de Centruroides margaritatus
(recientemente separada taxondmicamente de Centruroides edwardsii) en el cual
encontraron un péptido antibacteriano aislado de su veneno el cual inhibe el

crecimiento de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
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Figura 5 Perfil cromatografico del veneno de Centruroides edwardsii (0,5 mg) por RP-HPLC. En la cromatografia se

monitorizé a 215 nm.
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Serratia marcencens (Rivera et al., 2010), informacion que alienta a realizar futuras
evaluaciones para generar una confirmacion de la actividad con otros modelos

bacterianos sobre este tipo de actividad.

En el ensayo de accion fosfolipasa (Fig. 9) y la prueba de hemolisis sin enriquecimiento
con cloruro de calcio (CaClz2) ni yema de huevo, no se encontraron diferencias
significativas con control negativo (p< 0.095 y p< 0,105), lo que asociado con los
resultados de la actividad antibacteriana y proteolitica indicaria que de manera
preliminar el veneno de Centruroides edwardsii no interviene en la pre-digestion

enzimatica o en la proteccién de inmune contra patdégenos.

Por otro lado, en la prueba de hemolisis indirecta (con yema de huevo y CaClz) se
genero un halo de actividad en las diferentes dosis sobre las que fue evaluada (Fig. 10;
p= 0,0001); estableciendo la dosis hemolitica minima (DHM) en 3,01 mg; la DHM
encontrada indicaria que la actividad hemolitica mediada por la presencia de un
cofactor podria darse a razén de la liberacion de liso-fosfolipidos al medio como
consecuencia de la accion de fosfolipasas A2 dependiente de Ca® en el veneno
(Fuentes, Hernandez, Nieto, & Sanchez Crespo, 2002). Sin embargo, se deja abierta la
discusion del por qué la prueba de fosfolipasa inicial no tuvo actividad y por el contrario
en la hemolisis indirecta si la presentdé aun cuando ambas estaban en presencia del
cofactor. Una posibilidad para explicar este fendbmeno podria ser la diferencia en los
tiempos de incubacién de ambos métodos, puesto que no se conoce la proporcion de
fosfolipasas que hay respecto al veneno crudo, y en ese caso un mayor tiempo de

incubacion permitiria que dicha actividad se evidenciara con mayor facilidad.

La presencia de FLA2 en el veneno estaria justificada con su participacion en el
sindrome de diestres respiratorio e inflamacion (Valdés Rodriguez et al., 2002), los
cuales son sintomas que hacen parte de cuadro clinico reportado para el accidente
escorpionico con Centruroides edwardsii. A su vez, la actividad de estas FLA2 podria
estar involucrada con la proliferacién celular, puesto que de manera natural se les
asocia en los procesos de comunicacioén y senalizacion celular. Por otro lado, se ha
mencionado para el veneno de Centruroides gracilis, que no presenta inhibicion de la

proliferacion celular in vitro, de igual manera presentan que a dosis altas de veneno se
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presentaba un incremento en el numero de células, lo que podria considerarse como
un efecto mitogénico (Garcia Nufez, 2011), siendo este motivo de discusidon para
futuras evaluaciones, ya que con la informacién actual no es posible generar una
conclusion acertada sobre los mecanismos de accion especificos de las FLPA:2

presentes en el veneno.

Figura 6 Perfil del veneno crudo de Centruroides edwardsii en gel a 12 % SDS-PAGE,
observado por tincion de azul de comassie. El veneno se cargd a una concentracion de
3g/mL(1),1,5g/mL (2).
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Fuente: Autor.

Aun cuando el veneno no mostré actividad antibacteriana o proteolitica, puede
presentar componentes asociados a degradacion tisular o defensa contra patdégenos;
puesto que para Centruroides edwardsi, y en general para los escorpiones
colombianos, la informacién sobre los aspectos biolégicos y ecoldgicos es insuficiente.
La presencia de fosfolipasas en el veneno implica que es necesario realizar estudios
que permitan establecer cual es su relacion con la capacidad neurotoxica, citotoxica,
cardiotdxicas, asi como el potencial mitogénico (Garcia Morin et al., 2010; Garcia
Nufez, 2012; Lee, Simonyi, Sun, & Sun, 2011), o desempefiarse como precursores de
cascadas de sefializacién celular (Valdés Rodriguez et al., 2002). A su vez se debe
mencionar que desde ya casi dos décadas se ha analizado la margarotoxina, aislada

del veneno de Centruroides margaritatus, la cual ha demostrado tener una fuerte
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afinidad como inhibidor de los canales de potasio dependientes de voltaje (Garcia-
Calvo et al., 1993), y con ello ha sido objeto de experimentacién, investigado su papel
como modulador en la liberacién de neurotransmisores (Fischer & Saria, 1999), y como
inmunosupresor (Garcia et al., 1996). Ademas de ello no se descarta que esta
margarotoxina descrita pertenezca a Centruroides edwardsii y no ha Centruroides
margaritatus como se ha reportado, puesto que recientemente ambas especies fueron
separadas a nivel taxonémico, y es Centruroides edwardsii la de mayor distribucioén en

el continente americano (Armas et al., 2011; de Armas et al., 2012).

Figura 7 actividad fosfolipasa A2 del veneno de Centruroides edwardsii. C- (PBS); C+:
fosfolipasa del veneno de Bothrops asper; VCed a: Veneno de Centruroides edwardsii

(6 pug/uL); VCed b: Veneno de Centruroides edwardsii (3 pg/uL).
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Fuente: Autor.

La investigacion en las caracteristicas del veneno de Centruroides edwardsii al igual
que el de otros escorpiones no debe cesar aqui, este trabajo tan solo es la base para
definir un enfoque claro en el destino para futuras investigaciones. Un ejemplo de ello

son las toxinas inhibidoras de los canales de potasio dependientes de voltaje (KTx) en
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diferentes escorpiones, estas con el paso del tiempo han sufrido cambios en su
estructura de acuerdo a cada especie en particular; en la Figura 10 se muestra el
secuenciamiento de 4 KTx pertececientes a Pandinus imperator, Scorpio maurus y
Centruroides margaritatus (Garcia, Tanowitz, & Del Brutto, 2013; Miyashita, Otsuki,
Hanai, Nakagawa, & Miyagawa, 2007; Joseph & George, 2012), en donde es posible
observar que aun cuando son especies diferentes y es evidentemente que la secuencia
de cada toxina en particular ha sufrido cambios. Se puede ver que algunos de los
componentes mas importantes que le dan su forma tridimensional a este grupo de
péptidos como lo es la cisteina, se encuentra conservada en cada uno de ellos, tanto
en numero como en posicion. Esta similitud entre las toxinas podria ser aprovechada
desde la sistematica molecular, para general un perfil filogenético no solo de estos tres

escorpiones, sino de aquellos en los que sea posible encontrar este tipo de toxinas e

Figura 8 Actividad hemolitica de diferentes dosis del veneno de Centruroides

edwardsii. Control positivo: fosfolipasa dependiente de calcio del veneno de Bothrops

asper.
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Figura 9 A) Alineamiento y B) comparacion estructural de a toxinas de los canales de
potasio del veneno de 4 escorpiones depositados en el Protein Data Bank (PDB). En el
alineamiento la coloracién azul corresponde a residuos de cisteina, el color fucsia
muestra la ubicacion de las hélices-a, y la coloracién gris son los residuos que

presentan homologia en los 4 escorpiones.

A)

Potassium channel toxin alpha-KTx 7.1 Pandlinus imperator Potassium channel toxin alpha-KTx 7.2 Pandinus imperator

Potassium channel toxin alpha-KTx 6.2 Scorpio maurus palmatus  Potassium channel toxin alpha-KTx 2.2 Centruroides margaritatus

47 P53927  ERXT1 _PRNIM
35 P59928 KRN72 PANIM
34 PEBO719  ERK62 SCOMA
39 P40735 KRN22 CENMA

Fuente: Autor.

Por lo anterior, es necesario conocer la naturaleza de las toxinas, para generar un perfil

toxinologico del veneno que pueda asociarse con la biologia y ecologia de estos
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escorpiones, como también para proponer soluciones alternativas a problematicas
actuales a partir de la caracterizacion del veneno. Por ejemplo, la busqueda de
péptidos insecticidas para el control de plagas en agricultura, o péptidos con potencial
terapéutico sobre enfermedades del sistema nervioso, circulatorio, cancer u otras, e
inclusive en el desarrollo de un anti-veneno que mitigue el dafo generado por el

accidente escorpidnico.
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7. CONCLUSIONES

No se encontraron divergencias taxondmicas notables en las poblaciones comparadas
de Centruroides edwardsii en Antioquia y Tolima aun cuando son poblaciones aisladas
alopatricamente, lo que indica que sus caracteristicas biologicas les permiten adaptarse

en diferentes ambientes sin necesidad de cambiar sus caracteristicas morfologicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la funcionalidad del veneno de Centruroides
edwardsii parece estar relacionada con los procesos de inmovilizacién de las presas
por accion de neurotoxinas, y no en la pre-digestién del alimento por procesos

enzimaticos.

El veneno de Centruroides edwardsii contiene péptidos con actividad hemolitica
indirecta, posiblemente por la presencia de fosfolipasas; sin embargo dicha actividad no
representa un riesgo para la salud humana por no contener la cantidad de toxina

necesaria para generar un dafo tisular o hemolitico significativo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la hemolisis indirecta por fosfolipasas, y la
informacion sobre la sintomatologia de su accidente, el veneno de Centruroides
edwardsii, podria ser considerado como una herramienta valiosa en la investigacion

basica dirigida a problematicas biomédicas de caracter neurolégico.
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RECOMENDACIONES

El sustrato mas adecuado para mantener los individuos en cautiverio es grava para
acuarios de particula pequefa, puesto que con el carton la humedad puede generar

hongos.

Es conveniente revisar la influencia de las condiciones de evaluacion del efecto
fosfolitico en las diferentes metodologias, puesto que los resultados pueden estar

condicionados por la cantidad de toxinas, el tiempo de incubacién u otros factores.

Investigaciones futuras sobre el potencial biolégico de veneno de Centruroides
edwardsii, deberian estar dirigidas a la evaluacion de la actividad sobre el sistema
nervioso, puesto que por revisién bibliografica las especies del género Centruroides

presentan una fuerte afinidad por los canales idénicos dependientes de voltaje.

En investigaciones futuras se podria generar un analisis sistematico, filogenético y
ecologico de las poblacion de escorpiones en Colombia, a través del analisis molecular
de toxinas homodlogas del veneno en las diferentes especies de escorpiones
registrados, esto de la mano de otras areas como la biogeografia y la biologia, de tal
manera que sea posible obtener un perfil aproximado de la historia de vida de los

escorpiones en Colombia.
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ANEXOS

Anexo A. Claves para la determinacion taxondmica del genero Centruroides en

Colombia

1 Dedo fijo del pedipalpo con nueve hileras principales de denticulos; segmentos II-IV
del metasoma con dos pares de macrocerdas ventrolaterales; tubérculo subaculear
espiniforme y fuerte (Fig. 3 B-C); peines con 28 a 32 dientes en la hembray 29 a 35 en

L= 10 0 7= o1 T T PP PUUPPPPPPP gracilis

1’ Dedo fijo del pedipalpo con ocho hileras principales de denticulos; segmentos II-IV

del metasoma con cuatro o mas pares de macrocerdas ventrolaterales; tubérculo
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subaculear espiniforme, pequefioc a moderado; peines con 24 a 28 dientes en la

hembray 24 231 en el macho .........ooueiiiiiiii e 2

2 Pedipalpos (fémur, patela y pinza) con abundante pilosidad (Fig. 6 B, D); mano con la

quilla dorsal marginal muy pilosa (Fig. 6 H) ... edwardsii

2’ Pedipalpos (fémur, patela y pinza) con escasa pilosidad (Fig. 6 A, C); mano con la

quilla dorsal marginal no pilosa (Fig. 6 E, G) ....eeeiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee e 3

3 Tubérculo subaculear moderado, algo separado de la base del aguijon (Fig. 4 F-G);

mano del pedipalpo ovalada (Fig. 4 D, H, K) ..o margatritatus

3’ Tubérculo subaculear rudimentario, proximo a la base del aguijon (Fig. 5 E-F); mano

del pedipalpo globosa (Fig. 6 E, G) .....euveiiiiiiiiieeee sanandres sp. n.
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