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RESUMEN

La presente investigacion tiene el objetivo de determinar el perfil cromatografico de las proteinas del veneno
de la especie Hadruroides charcasus. El veneno de escorpion es una mezcla de proteinas de diferente peso
molecular y con un mecanismo activo de accién de los péptidos presentes y no depende de la interaccién
(Targino et al., 2015). Se recolectaron 40 escorpiones de ambos sexos. Por estimulacion eléctrica se obtuvo el
veneno y posteriormente fue cuantificado por el método de relacién de absorbancias, [mg/mL]= (1,56 x Abs
280nm) (0,76 x Abs 260nm). A través del sistema Amicon® Ultra — 0.5, se concentraron de las fracciones de
proteinas y péptidos. La purificacion de las proteinas se realizd mediante HPLC en fase reversa, con una
columna analitica Chromolith RP-18e. Se determiné la presencia de 50 sefiales o picos eluidos del retentato
del Amicon con tamafio de exclusion 10 KDa, 54 picos eluidos del retentato y 45 picos eluidos del difusato del
Amicon con tamafio de exlusién de 3 KDa. Del que se concluye que H. charcasus presenta un patron
cromatografico uniforme de especies peptidicas determinadas por el sistema Amicon 0,5, siendo un posterior
estudio la determinacion de cada una de las proteinas del veneno Util con fines terapéuticos.
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ABSTRACT

The present investigation has the objective of determining the chromatographic profile of the venom proteins
of the species Hadruroides charcasus. Scorpion venom is a mixture of proteins of different molecular weight
and with an active mechanism of action of the present peptides and does not depend on the interaction (Targino
etal., 2015). 40 scorpions of both sexes were collected. The venom was obtained by electrical stimulation and
subsequently quantified by the absorbance ratio method, [mg / mL] = (1.56 x 280nm Abs) (0.76 x 260nm Abs).
Through the Amicon® Ultra-0.5 system, they concentrated on the protein and peptide fractions. The
purification of the proteins was carried out by means of HPLC in reverse phase, with an analytical column
Chromolith RP-18e. The presence of 50 eluted signals or peaks of the Amicon retentate was determined with
exclusion size 10 KDa, 54 eluted peaks of the retentate and 45 eluted peaks of the Amicon diffusate with an
exclusion size of 3 KDa. From which it is concluded that H. charcasus presents a uniform chromatographic
pattern of peptide species determined by the Amicon 0.5 system, with a subsequent study being the
determination of each of the venom proteins useful for therapeutic purposes.
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1. INTRODUCCION

Las toxinas producidas por diversos organismos han Ilamado la atencion de los investigadores hace muchos
afios por sus propiedades terapéuticas como se reporta del escorpion azul cubano de la especie Rhopalurus
junceus que es empleado en la terapia anticancerigena (Garcia et al., 2011; Hernandez et al., 2009) y varios
estudios coinciden en que el veneno del escorpion es una mezcla compuesta por varios péptidos de diferente
peso molecular que son considerados como los compuestos bioactivos por tener actividad de inhibir el
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crecimiento o proliferacion de bacterias, hongos, células cancerigenas (Escobar et al., 2008; Pérez, 2013;
Harrison et al., 2014).

Los venenos de animales venenosos son fuentes ricas de compuestos bioactivos y los péptidos son compuestos
con una variedad de acciones y en los venenos de escorpidn son los mas notables de sus actividades de bloqueo
de canales anti-iénicos. Se clasifican en cuatro grupos segin sus efectos sobre los canales de sodio (Na +),
potasio (K +), calcio (Ca2 +) y cloruro (Cl-) (Uawonggul et al., 2007).

Ademés de estos péptidos que interactlian con los canales idnicos, cuya funcion principal es inducir dolor,
inmovilizar o paralizar las presas, los escorpiones también tienen un arsenal de péptidos antimicrobianos y
citoliticos (Kuhn-Nentwig, 2003).

En la actualidad diferentes microorganismos de importancia clinica vienen generando resistencia a los
antibidticos convencionales, lo que ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas en la quimioterapia
antimicrobiana.

Los péptidos antimicrobianos han surgido en los Gltimos 25 afios como una familia de sustancias con gran
potencial para uso clinico, debido a sus multiples mecanismos de accién, amplio espectro de actividad y bajo
potencial de resistencia y La composicion de aminoacidos, su carga neta (generalmente cationica), asi como
sus caracteristicas anfipaticas y de tamarfio, favorecen su interaccion con bicapas lipidicas, principalmente
aquellas que forman las membranas citoplasméticas de patdgenos (bacterias, hongos, virus envueltos y
parésitos), en las que forman poros. Recientemente su rango de accidn se ha extendido al citoplasma bacteriano,
en donde alteran la formacion del septo de la membrana citoplasmatica, inhiben la sintesis de la pared celular,
la de acidos nucleicos, la de proteinas, asi como algunas actividades enzimaticas (Castafieda et al., 2009).

Los péptidos antimicrobianos (AMP) representan un mecanismo de defensa antiguo que a través del espectro
evolutivo y sigue siendo una estrategia eficaz contra patégenos invasores. Debido a su selectividad para las
membranas procariotas y sus mecanismos de membrana disruptiva para los que los microbios tienen poca
resistencia natural, el centro de atencion en los Ultimos afios se ha orientado hacia el desarrollo de nuevos
antibioticos a partir de estos péptidos (Zasloff, 2002).

Esto motivé a la formulacion del problema cientifico en el presente trabajo de investigacion ¢Cudl es el perfil
cromtatografico del veneno del escorpion Hadruroides charcasus?, se planted en el presente estudio cuyo
objetivo es, Determinar el perfil cromatogréfico del veneno del escorpién Hadruroides charcasus.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Obtencion del veneno

Cuarenta escorpiones de la especie H. charcasus, de ambos sexos fueron colectados en cerros aledafios del
distrito de Chongoyape ubicado en la latitud 6° 37° 40.0°” y longitud 79° 25° 21.4”” y las especies fueron
mantenidos en el laboratorio en frascos de plastico y alimentados con Acheta domesticus (grillos). Para su
identificacion se empled la clave para géneros de escorpiones peruanos (Francke, 1977) v, las orientaciones
para la identificacion de la especie y el sexo fueron realizadas por el Dr. José Ochoa Camara, taxonomo y
docente de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica de cada uno de los escorpiones, sobre la parte dorsal y en la
glandula productora de veneno (Zavaleta, 1983), utilizando un impulso de 23 voltios. La muestra de veneno
fue colectada en cinco tubos eppendorf de 0.2 mL y posteriormente diluida con agua desionizada, se centrifugé
a 6000 rpm durante 5 minutos y el pellet fue resolubilizado con agua desionizada. El procedimiento fue repetido
cinco (5) veces con el objetivo de obtener una mayor cantidad de material soluble; lavado y purificado para
posterior ensayo cromatografico. Las fracciones solubles fueron almacenadas en un pool a -20 °C.

2.2. Cuantificacién, identificacién y estimacién de pesos moleculares de los componentes proteicos
del veneno

La cuantificacion de la proteina se realizo por el método de absorcion (SmartSpec Plus Spectrophotometer —

BioRad) empleando la relacién: [mg/mL]= (1,56 x Abs 280nm) — (0,76 x Abs 260nm) (Fernandez, 2016;

Shevchenko et al 1996). Cada una de las muestras cuantificadas por este método eran incoloras y traslucidas

por lo tanto no se presentaron interferentes en la region de 220-280nm.

2.3. Separacion de las proteinas del veneno de Hadruroides charcasus mediante cromatografia liquida
a alta presion (HLPC) en fase reversa

Previo a la purificacion, se empleé el método de ultrafiltracion a través del sistema Amicon® Ultra — 0.5, para

concentrar las fracciones del veneno de 10KDa y 3KDa.

44



Pérez-Delgado, O.; Vega-Castro, N.; Reyez-Montafio, E; revista Ciencia y Tecnologia, v. 15, n. 3, pp. 43 — 49, 2019.

Se procedio al lavado del extracto del veneno, luego a la purificacion y a la separacion y determinacion de las
proteinas mediante cromatografia liquida a alta presién (HPLC) en fase reversa, empleando para ello un
cromatégrafo HPLC HITACHI con un detector UV y utilizando una columna analitica en fase reversa
Chromolith RP-18e, con dimensiones de 4,6x150mm y tamafio de particula de 5um.

La cromatografia se efectud aplicando un gradiente lineal, con el uso de las siguientes soluciones: solvente A
= 4cido trifluoroacético (TFA) al 0,1% en agua; B =100% acetonitrilo preparado en 0,1% TFA. El gradiente
fue el siguiente; 0-10% B (5 min), 10-90% B (110 min), 90-100% B (5 min), 100-0% B (5 min), la corrida se
efectud por 75 min, con un flujo de 1 mL/min y se detect6 a 210 nm (Borges et al., 2013).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El Veneno de escorpidn es una mezcla de proteinas de diferente peso molecular y con un mecanismo activo
como antiinflamatorio, antiplasmina, antibacteriano y otros efectos farmacolégicos (Wan et al., 2017). Los
péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) son componentes importantes del sistema inmunitario
innato, y muestran un espectro de accién en el exterior contra los microbios, se cree que el mecanismo de
accion de estos péptidos no depende de la interaccidn con un receptor especifico, lo que convierte a producto
de la presente investigacién una alternativa terapéutica interesante en comparacién con los antibidticos
disponibles (Targino et al., 2015).

En la Figura 1 se muestra el perfil de elucion obtenido en una columna C18, sometida a las condiciones
cromatograficas descritas en la metodologia, se emplearon 50 pg de proteina del retentado del Amicon con un
tamafio de exclusidn de 10 KDa, se mostrd al menos 50 picos o sefiales entre los tiempos de retencion de 0 a
35 minutos se mostré separacién de componentes proteicos del veneno y el perfil muestra un solo un pico con
mayor amplitud de adsorcion de 0,8.

3 } 5 F 100
1,0 - [
E £
3 80
0,8 —}
1 J
0.6 4 50
4 ‘ I
~ i1
E i :
0.4 i ‘ | it — 40
N
3 | (M7 ﬁ
0.2 ; | | lﬁ I| 'l 1’ "i! |.w4 ‘F
] ‘ 4 "':[ .) \'. tA a
‘ “l| } :'1l1 AT | g PN f
“‘ i ! J' " i\ v i Wee o N I
VU O B I - -— — I
0,0 —-f YRR o -
0
£
i 3ials 1 ! 1 | . 1 I l I R BAR R
0 10 20 30 40 50 80 70

Figura 1. Perfil cromatogréfico de RP-HPLC del veneno de escorpion del sistema Amicon® Ultra —
0.5 del retentato de tamafio de exclusion de 10KDa.

En la Figura 2 presenta el perfil de elucién obtenido en una columna C18, sometida a las condiciones
cromatograficas descritas en la metodologia, se emplearon 50 pg de proteina del retentado del Amicon con un
tamafio de exclusion de 3 KDa, con al menos 54 picos o sefiales entre los tiempos de retencion de 0 a 35
minutos, se mostré separacion de componentes proteicos del veneno y el perfil muestra un solo un pico con
mayor amplitud de adsorcion de 0,2.
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Figura 2. Perfil cromatografico de RP-HPLC del veneno de escorpion del sistema Amicon® Ultra —

0.5 del retentado de tamafio de exclusién de 3KDa.

En la Figura 2 presenta el perfil de elucion obtenido en una columna C18, sometida a las condiciones
cromatograficas descritas en la metodologia, se emplearon 49.8 g de proteina del difusato del Amicon con un
tamafio de exclusion de 3 KDa con al menos 45 picos o sefiales entre los tiempos de retencion de 0 a 30 minutos
se mostro separacion de componentes proteicos del veneno y el perfil muestra dos picos con mayor amplitud

de adsorcién de 0,14.
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Figura 3. Perfil cromatografico de RP-HPLC del veneno de escorpion del sistema Amicon® Ultra —

0.5 del difusato de tamafio de exclusién de 3KDa.

En la Figura 4, se muestra el perfil de elucién obtenido en una columna C18 de los dos sistemas Amicon 3
DKa (difusato y retentato) y 10 KDa (retentato), la amplitud de los picos han disminuido dependiendo de la
concentracion presente del difusato 3KDa al retentato 10 KDa, ademas que varios picos de proteina han
conservado su mismo tiempo de retencién pero otros picos han desaparecido o han disminuido su intensidad.
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Figura 4. Comparacion del perfil cromatogréafico de RP-HPLC del veneno de escorpion del sistema
Amicon® Ultra — 0.5 del difusato del Amicon 3KDa y del retentato del Amicon 3KDa y 10KDa.

En la Figura 4, con respecto al perfil RP-HPLC del veneno de H. charcasus, presentaron un patrén uniforme
sefiales o picos de elucidn entre el difusato y retentato del sistema Amicon® 0.5 con tamafios de exlusion de
3KDay 10 KDa, para este estudio se emple6 0,05 mg de proteina en diferentes tamafio de exclusion de sistema
Amicon® 0.5, mostraron 50, 54 y 49 sefiales o picos de elucion en un tiempo de 35 minutos (Figura 1,2 y 3),
en comparacion del perfil cromatografico con RP-HPLC del veneno total de Tityus macrochirus que emplearon
0,018 mg de proteina total del veneno en un método lineal en fase inversa ya que en el presente estudio se
detectaron claramente 19 sefiales (Rincén, 2017), esto sugiere que la nimero de especies peptidicas es
proporcional a los miligramos de proteinas presentes en el veneno.

Por otro lado, los resultados de estudio difiere con el veneno de Hadrurus gertschi, en la purificacion y
caracterizacion del péptido Hadrucalcina (HdCa), que a partir de 4 mg de veneno soluble mediante HPLC, en
un tiempo de 60 min, se mostraron aproximadamente 28 sefiales o picos de elucion y ademas en un tiempo de
retencion de 12.24 min se encontré el péptido es HdCa (Schwartz et al., 2009), Asimismo, en otro estudio
aislamiento y determinacion del péptido Vejovina, que a partir de 2 mg de proteina de veneno soluble de
Vaejovis mexicanus mediante RP-HPLC, se mostraron 28 sefiales o picos de elucién, muy diferente al perfil
de H. charcasus empleando menor cantidad de proteina y con mas sefiales o picos de elucién. (Hernandez et
al., 2011).

Consecuentemente también mostro diferencias con el veneno de Tityus discrepans con la purificacion de
péptidos denominados Bactridinas, que obtuvieron un perfil cromatografico durante 45 minutos, la presencia
de veintiocho sefiales o picos de elucion (Diaz et al., 2009). Como también a partir de 0.03 mg de un pool de
proteinas del veneno de Tityus gonzalespongai obtuvieron un perfil cromatografico con 16 sefiales o picos de
elucién (Borges et al., 2013)

Con el resultado del presente estudio, se tiene un perfil preliminar cromatografico que difiere a otros venenos

de diferentes especies de escorpion, sobre todo en el nimero de sefiales o picos eluibles, siendo de interés
evaluar su actividad biologica.

4. CONCLUSIONES
Se concluye:

47



Pérez-Delgado, O.; Vega-Castro, N.; Reyez-Montafio, E; revista Ciencia y Tecnologia, v. 15, n. 3, pp. 43 — 49, 2019.

El perfil cromatografico del veneno de escorpion observado en cinco especies, permitieron determinar que los
péptidos del extracto del veneno de escorpién Hadruroides charcasus presenta un patrén cromatogréafico
uniforme de péptidos atil con fines terapéuticos.

Presentaron mayor cantidad de sefiales o picos de elucién al final de la cromatografia, considerados como
péptidos mas hidrofébicos, luego de emplear el sistema Amicon® Ultra 0.5 de tamafio de exclusion de 10 KDa
y 3KDa permite la concentracion componentes proteicos con bajo peso molecular.

Las sefiales o picos o de elucién del veneno de H. charcasus son semejantes a las bactridinas aisladas y
caracterizadas del veneno de T. discrepans con secuencias aminoacidicas de 61 y 64 aa y con actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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