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Separación e identificación de algunas toxinas del veneno de
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Resumen
Las proteínas del veneno del escorpión Centruroides margaritatus, fueron separadas mediante

cromatografía de intercambio catiónico en CM-Sephadex C-25 con buffer acetato de amonio 0,05M a
pH 7, a partir de 28,3 mg de veneno obtenidos de 52 ejemplares adultos capturados en la provincia de
Zarumilla, Tumbes, norte del Perú. El perfil cromatográfico mostró la presencia de 9 picos de proteína
y los ensayos de toxicidad han permitido identificar tres tipos de toxinas, cada una específica para
crustáceos, insectos y roedores, respectivamente. Tanto en el veneno crudo como en las fracciones
colectadas, no se encontró actividad de fosfolipasa ni actividad proteolítica. La PAGE-SDS del veneno
crudo, muestra la presencia de una banda bastante notoria de aproximadamente 14 KDa, y otras dos
muy tenues, de aproximadamente 45KDa, lo cual significa que la mayoría de proteínas de este
veneno son de peso molecular igual o menor a 14KDa.
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Abstract
Proteins of Centruroides margaritatus scorpion venom had been separated by cationic exchange

chromatography in CM-Sephadex C-25 with 0,05M ammonium acetate pH 7, from 28,3 mg of venom
obtained from 52 adults scorpions caught in Zarumilla, Tumbes, north of Peru. The chromatographic
elution showed 9 protein peaks and toxicity assays allowed the identification of three toxins with
specific activity on crustacean, insects and rodents, respectively. Both the crude venom and the collected
fractions have shown neither phospholipase nor proteoyitic activity. The PAGE-SDS of crude venom
shows one very notorious protein band of 14 kDa aproximately, and another two thin bands of 45 kDa
aproximately, which  imply that the majority of proteins from this venom are of a molecular weight
similar or less than 14kDa.
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Los escorpiones son arácnidos que produ-
cen un veneno con el que inmovilizan a sus
presas, principalmente insectos, pero sólo las
especies de la familia Buthidae producen un
veneno tóxico para el hombre, por lo que en
países como México y Brasil constituyen un
problema de salud pública.

De las casi 1500 especies de escorpiones
que existen en el mundo, en el Perú se en-

cuentran aproximadamente 40 especies, dis-
tribuidas en 6 familias (Bothriuridae, Buthidae,
Chactidae, Euscorpiidae, Ischnuridae e
Iuridae).

Centruroides margaritatus es un escor-
pión de la familia Buthidae, que está distribui-
do desde México hasta el norte de Sudamérica
en Venezuela,  Colombia y Ecuador. Su pre-
sencia en el Perú, siempre fue considerada
dudosa, y sólo muy recientemente ha sido con-
firmada en la provincia de Zarumilla - Tum-
bes (Escobar y Ochoa, 2003).
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Actualmente, en nuestro laboratorio se vie-
ne trabajando en la separación y caracteriza-
ción de toxinas de venenos de escorpiones del
Perú. Nuestro interés general se centra en
determinar la función biológica de los distintos
principios activos del veneno, y en particular
caracterizar aquellas toxinas específicas para
insectos, debido al potencial uso que podrían
tener en el desarrollo de bioinsecticidas.

El presente trabajo da a conocer algunos
datos preliminares del veneno de C.
margaritatus y su composición bioquímica.

El veneno de escorpión

El veneno fue obtenido por estimulación
eléctrica con 35 voltios, a partir de 52 escor-
piones adultos de ambos sexos colectados en
la provincia de Zarumilla (Tumbes) durante el
mes de enero de 2003. Una vez extraído el
veneno fue desecado y posteriormente se man-
tuvo en refrigeración hasta su uso.

Separación de las proteínas del veneno

Se obtuvieron un total de 28,3 mg de veneno
los que fueron disueltos en 2 mL de buffer
acetato de amonio 0,05 M, pH 7 y para eliminar
los restos insolubles se centrifugó dos veces a
4000 rpm durante 15 minutos. Con la finalidad
de separar los componentes proteicos del vene-
no, el sobrenadante fue aplicado a una columna
de CM-Sephadex C-25 (17 mL) equilibrada con
buffer acetato de amonio 0,05 M, pH 7. Las
proteínas retenidas fueron eluidas con el mismo
buffer conteniendo NaCl 0,25 M y 0,6 M. La
cantidad de proteína fue determinada de acuer-
do al método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Ensayos de toxicidad

Se inoculó 10 µL de veneno crudo (28 µg)
o de las fracciones colectadas, en la cavidad
celómica de Grillus sp. y se evaluó la paráli-
sis producida durante el primer minuto des-
pués de la inoculación. Asimismo en Porcellio
laevis, se inoculó 10 µL de veneno crudo (28
µg) o de las fracciones colectadas, en la cavi-
dad celómica a la altura del tercer segmento
dorsal. La parálisis producida fue evaluada en

el primer minuto después de la inoculación.
Finalmente, ratones albinos de 20 g de peso
fueron inoculados intraperitonealmente con
100 µL de veneno crudo (28 µg) o de las frac-
ciones colectadas, e inmediatamente se eva-
luaron los efectos tóxicos.

Actividad de fosfolipasa y proteolítica

La actividad de fosfolipasa se midió sobre
una emulsión de yema de huevo de acuerdo al
método de Marinetti, el cual se basa en que la
hidrólisis de los fosfolípidos genera productos
más solubles, con la consecuente disminución
de la absorbancia de la emulsión a 920 nm
(Marinetti, 1965). La actividad proteolítica se
ensayó sobre azocoll, el cual es un substrato
poco soluble hecho a base de colágeno con un
grupo azo acoplado covalentemente. La ac-
ción proteolítica sobre este substrato libera el
grupo azo, el cual se solubiliza con el consi-
guiente incremento en la absorbancia a 450
nm (Chavira et al., 1984).

Los resultados obtenidos durante la extrac-
ción de veneno, mostraron que cada ejemplar
libera aproximadamente 15 µL de veneno, y que
de un total de 52 escorpiones se pudo obtener
28,3 mg de peso total de veneno. De acuerdo a
esto, la cantidad aproximada de veneno por ejem-
plar es de 540 µg y la concentración de veneno
por ejemplar es 36 µg/ µL.

La cantidad de proteína, estimada por el
método de Lowry, permitió determinar que el
veneno crudo contiene 81 % de proteína, y
que por lo tanto la concentración de proteína
en el veneno es de 29,1 µg/ µL por ejemplar.
En general la mayoría de venenos de escor-
pión tiene entre 70 y 90% de proteína.

Luego de pasar el veneno por la columna
de CM-Sephadex C-25, se obtuvieron en total
9 picos principales de proteína (Figura 1).

Los ensayos de toxicidad mostraron que el
veneno de C. margaritatus contiene toxinas
para crustáceos, insectos y roedores. Al menos
2 proteínas son tóxicas a P. laevis y están aso-
ciadas a los picos IV y V del perfil
cromatográfico, mientras que una insectotoxina
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está ligada al pico VI. Finalmente, el último pico
obtenido mostró toxicidad sobre roedores. En
general las toxinas de venenos de escorpión
son proteínas capaces de unirse principalmente
a canales de sodio, potasio o calcio, afectando
de manera específica el sistema nervioso de
insectos, crustáceos y roedores (Possani et al.,
1999).

Particularmente, la insectotoxina aislada
está siendo objeto de un estudio más detallado
en nuestro laboratorio.

El análisis electroforético en condiciones
denaturantes con SDS mostró la presencia de
3 bandas en el veneno crudo, una de las cua-
les migró alrededor de la proteína estándar de
14 kDa. Esta banda es bastante notoria y en
realidad aparece como una mancha, mientras
que las otras dos, de mayor peso molecular
son muy tenues (Figura 2). Este resultado nos
indica que la mayoría de proteínas del veneno
de C. margaritatus son de bajo peso
molecular (menor de 14kDa).

Por otro lado, tanto el veneno crudo como
las fracciones colectadas no mostraron acti-
vidad de fosfolipasa ni actividad proteolítica.
La falta de actividad de fosfolipasa en este
veneno contrasta con lo que hemos encontra-
do por ejemplo en el veneno de Hadruroides
lunatus, el cual si posee una marcada activi-
dad de esta enzima (Escobar et al., 2002); sin
embargo la ausencia de actividad proteolítica
es común a estos y muchos otros venenos, lo
cual está de acuerdo con el hecho de que en
general los venenos de escorpiones no parti-
cipan en la digestión proteolítica de la presa.
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Figura 1. Perfil cromatográfico del veneno de C. margaritatus en CM-Sephadex C-25.- Los picos
IV y V mostraron toxicidad sobre P. laevis, mientras que la toxicidad sobre insectos y roedores
estuvo asociada al pico VI y IX respectivamente.

Figura 2. PAGE-SDS del veneno de C.
margaritatus. En el carril 1 se puede observar
la presencia de tres bandas correspondientes
al veneno crudo, mientras que el carril 2 co-
rresponde al patrón electroforético de las pro-
teínas estándares albúmina (66 kDa),
ovoalbúmina (45 kDa) y lisozima (14,3 kDa).
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