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Resumen

Mediante cromatografia de intercambio catiénico en CM-Sephadex C-25 (16 x 1,1 cm) con
buffer acetato de amonio 0,05 M a pH 7, del veneno del escorpion Brachistosternus ehrenbergii
fue aislada una proteina con accién toxica sobre ratones albinos. En este sistema la toxina
interactua con el gel y es eluida al final luego de usar el mismo buffer conteniendo NaCl 0,6 M.
La toxina fue denominada Be1 y es una proteina basica que constituye el 8,1% de la proteina
total del veneno. La pureza de la toxina fue evaluada por electroforesis en condiciones nativas,
de acuerdo al método de Reisfeld, y en condiciones denaturantes por el método de Schagger
y von Jagow, determinandose que la toxina es una sola cadena polipeptidica de 6,3 kDa. La
inoculacion de 60 pg de toxina en ratones albinos, via intraperitoneal, genera la aparicién de
algunos signos locales como hipersecrecion salival, seguido por afeccion respiratoria, arras-
tre de las patas posteriores, hasta finalmente al cabo de 2 horas, producir la muerte. Via
intramuscular (7,6 nug), Be1 produce paralisis temporal de la extremidad inoculada. La toxina
no tiene actividades de fosfolipasa, proteasa, acetilcolinesterasa ni actividad inhibidora de
acetilcolinesterasa.

Palabras claves: toxina, veneno de escorpidn, Brachistosternus ehrenbergii
Abstract

By means of cationic exchange chromatography on CM-Sephadex C-25 column (16 x 1,1 cm)
with ammonium acetate buffer 0,05 M at pH 7, from Brachistosternus ehrenbergii scorpion
venom was isolated a protein with toxic activity on mice. In this system the toxin was ligated to gel
and was eluated with buffer and NaCl 0,6M. The toxin denominated Be1 and it characterizes to
be a basic protein that constitute 8,1% of venom total protein. Toxin purity was evaluated by
electrophoresis in natives conditions, according to Reisfeld-method, and denaturants conditions
by the Schagger-and-von Jagow-method, the toxin is a single chain polypeptide of 6,3 kDa has
been determined. The inoculation of 60 ug toxin on albino mice, intraperitoneal way, produces
some local signals as salival hipersecretion followed by respiratory affection, drags hind feet
and finally 2 hours after, death. Intramuscular way (7,6 1g) Be1 produces temporal paralysis of
the inoculated limb. The toxin has neither phospholipase, nor protease, nor acetylcholinesterase
nor acetylcholinesterase inhibitor activity.

Keywords: toxin, scorpion venom, Brachistosternus ehrenbergii

mente estos estudios son importantes porque algunas toxinas

Los escorpiones son aracnidos venenosos cuyo veneno es una
mezcla compleja de mucus, sales, lipidos, aztcates y una gran
variedad de compuestos proteicos (neurotoxinas y enzimas). En
general las toxinas de veneno de escorpién son proteinas de bajo
peso molecular que actian sobre insectos, crusticeos y roedores,
y la mayoria de ellas afectan selectivamente, canales de sodio o
canales de potasio (Garcia et al., 2001; Dolowy, 2001).

Las toxinas que afectan canales de sodio tienen de 60 a 70
aminodcidos y 4 puentes disulfuro, mientras que las toxinas que
afectan canales de potasio tienen de 30 a 40 aminoacidos y 3 6 4
puentes disulfuro. Ademads de estos dos grupos principales, otras
toxinas afectan canales de calcio y de cloro (Wudayagiri etal., 2001).

Los estudios relacionados al aislamiento y catracterizacion
bioquimica de toxinas de veneno de escorpion son importantes
para el disefio y produccién de anti-venenos, especialmente en
paises donde el accidente escorpiénico constituye un problema
de salud publica (Inceoglu et al., 2001; Gémez et al., 2002). Igual-

son utiles para identificar y entender la fisiologfa de distintos
tipos de canales i6nicos. Asimismo, algunas toxinas son selecti-
vas para insectos y otras tienen actividad antibacteriana, lo que les
confiere un potencial uso en el desarrollo de bioinsecticidas y en el
control terapéutico de bacterias patégenas (Wudayagiri et al.,
2001; Corzo etal., 2001).

Brachistosternus ebrenbergii «escorpion de los arenalesy estd am-
pliamente distribuido en los departamentos costeros de nuestro
pais, aunque su presencia también se ha evidenciado en Ecuador
y Chile; la mayor densidad poblacional de este aracnido se da en
areas terrosas o arenosas, pero a su vez utiliza variedad de
microhdbitats como piedras y adobes (Calder6n y Aguilar, 1988).
Brachistosternus ebrenbergii se caracteriza por ser de consistencia fuerte
y robusta, de color amarillo anaranjado y superar los 10 cm de
longitud. Si bien la picadura puede resultar dolorosa, no se han
registrado casos de envenenamiento y se le considera inofensiva
para el hombre. La notable densidad poblacional de este
quelicerado, motivé en la década de los 80 la realizacion de un
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estudio para evaluar su accion toxica en animales de laboratorio y
potencial peligrosidad con relacién al hombre. Esto permitié evi-
denciar una serie de alteraciones neuromusculares que producian
la muerte de los roedores; sin embargo, la toxina responsable de
este efecto no fue identificada (Calderén y Aguilar, 1988). Posterior-
mente Rivera etal. (2004) realizaron una separacion preliminar de las
proteinas del veneno de B. ebrenbergii y determinaron que el veneno
tiene débil actividad sobre insectos y crusticeos pero una fuerte
toxicidad sobre roedores. El presente trabajo continia los estu-
dios en el veneno de B. ehrenbergii y muestra algunas de las caracte-
risticas de la proteina causante del efecto toxico sobre roedores.

La toxina estudiada en este trabajo, fue denominada Bel, de
acuerdo a la nomenclatura de Becerril (Becerril et al., 1997), quien
ha propuesto denominar a cada toxina por las iniciales del nom-
bre cientifico (Be de Brachistosternus ebrenbergii) seguido por un
nimero especifico de la toxina (en este caso 1, por ser la primera
toxina aislada y caracterizada en este veneno).

Materiales y métodos
Material biolégico

Se colectaron 49 individuos de Brachistosternus ebrenbergii de
ambos sexos en las cercanfas de la Laguna Encantada (Huacho), y
fueron mantenidos individualmente en cubetas plasticas de 10 x 6
x 10 cm con agua ad libitum y alimento proporcionado
quincenalmente (cucarachas). en el laboratorio de Bioquimica y
Genética Molecular de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Ratones albinos Balb/
c de 23 g de peso fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la UNMSM.

Obtencion del veneno

El veneno fue obtenido por estimulacién eléctrica (22 voltios)
y recolectado con microcapilares en una placa de Petri. Luego fue
desecado y conservado en congelacién hasta su uso. Por cada ani-
mal en promedio se obtuvo de 0,8 a2 1,0 mg de veneno.

Purificaciéon de la toxina

Elveneno desecado (49,9 mg) fue disuelto en 2,2 ml de buffer
acetato de amonio 0,05 M pH 7, y el material insoluble fue remo-
vido 3 veces por centrifugacion a 5000 rpm por 20 minutos. El
sobrenadante (1,7 ml) se aplicé a una columna de CM-Sephadex
C-25 (16x 1,1 cm) equilibrada con el mismo buffer, y las proteinas
retenidas en el gel fueron eluidas con el buffer conteniendo NaCl
0,25 M y NaCl 0,6 M (Escobar et al., 2002). Fracciones de 2 ml
fueron colectadas y leidas en un espectrofotémetro a 280 nm. Para
verificar la presencia de Bel, se inoculé intraperitonealmente 0,1
ml de cada fraccién en ratones albinos.

Cuantificacion de proteina

El contenido proteico de Bel fue determinado por el método
de Lowry et al. (1951), usando albimina bovina como proteina
estandar.

Determinacién de la pureza y peso molecular

La pureza de Bel fue determinada por electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones nativas (Reisfeld etal., 1962) y por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGE-SDS) (Schigger y von Jagow, 1987). Adicionalmente la
PAGE-SDS permiti6 calcular el peso molecular de la toxina em-
pleando como proteinas estandares citocromo ¢ (12,4 kDa) y

aprotinina (6 kDa). La tincién de las proteinas se realizé con azul
brillante de coomassie 0,1%.

Ensayos de toxicidad

La toxicidad 7z vivo fue probada sobre ratones albinos de 23 g
de peso por inoculacién intraperitoneal de 0,1 ml de la toxina,
evaluando el tiempo de aparicién de los signos de envenenamien-
to y la muerte del roedor. Adicionalmente se evalud el efecto de
Bel via intramuscular, inoculando 0,1ml de la toxina en el muascu-
lo gastrocnemius.

Actividad de fosfolipasa

La actividad de fosfolipasa se determiné midiendo la disminu-
ci6n de la absorbancia a 920 nm de una emulsién de yema de
huevo, al ser incubada por 2 minutos con Bel o con el veneno
crudo. Para ello se emplearon 3 ml de una emulsién de yema de
huevo (100 Ul de yema de huevo en 80 ml de buffer acetato de
amonio 0,05 M pH 7) y 20 ul de Bel (12,4 lg) 6 10 pl de veneno
crudo (86,62 Lg) (Marinetti, 1965). La actividad especifica fue ex-
presada como la disminucién en la absorbancia a 920 nm por
minuto por mg de proteina.

Actividad de proteasa

Esta actividad fue ensayada usando como substrato azocoll.
La mezcla de reaccién contenia 0,2 ml de azocoll (12,5 mg/ml), 0,2
ml de buffer acetato de amonio 0,05 M pH 7 y 100 1 de Bel (6,6
lg) 6 5 Hl de veneno crudo (43,31 Ug). Luego de incubar a 37 °C
por 30 minutos se midi6 la absorbancia a 520 nm (Chavira et al.,
1984). La actividad especifica fue expresada como el incremento en
la absorbancia a 520 nm por minuto por mg de proteina.

Ensayo de acetilcolinesterasa

Esta actividad se midi6 utilizando como substrato
acetiltiocolina. La mezcla de reaccidn conteniendo 2,83 ml de bu-
ffer fosfato 0,1 M, pH 8, 0,1 ml de ditiobisnitrobenzoato 0,01 M,
20 pl de acetiltiocolina yodada 0,075 M y 50 ul de Bel o veneno
crudo, fue incubada a 37°C por 30 minutos y luego se midi6 la
absorbancia a 412 nm (Ellman et al., 1961). La actividad especifica
fue expresada en Umoles de producto liberado (5-tio-2-
nitrobenzoato) por minuto por mg de proteina, considerando
un coeficiente de extincién molar de 14150 M'em™.

Inhibicién de acetilcolinesterasa

Un homogenizado de cerebro de ratén con actividad de
acetilcolinesterasa fue incubado por separado con Bel y veneno
crudo (propotcién 1: 1) a 37 °C durante 15 minutos. Luego se
midi6 la actividad de acetilcolinesterasa con 50 Wl de cada incuba-
do, de acuerdo al protocolo anteriormente indicado.

Resultados
Purificaciéon y peso molecular de la toxina Be1

Luego de pasar el veneno de B. ehrenbergii por 1a columna de
CM-Sephadex C-25 se obtuvo un perfil cromatografico con 4 pi-
cos de proteina; el primero pico eluy6 directamente con buffer
acetato de amonio 0,05 M pH 7, mientras que los picos 11 y I1I
eluyeron al adicionar NaCl 0,25 M; el dltimo pico eluy6 al emplear
buffer con NaCl 0,6 M (Figura 1). Cuando las fracciones colectadas
fueron inoculadas en los roedores, solo las fracciones del ultimo
pico mostraron toxicidad. La toxina Bel mostré corresponder al
8,1 % de la proteina del veneno total.
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Figura 1. Perfil Cromatografico del veneno de

Brachistosternus ehrenbergii. La toxina Be1 correspondio al
pico IV el cual fue eluido con buffer conteniendo NaCl 0,6M

Es importante sefialar que este perfil cromatografico se man-
tiene hasta cuando el veneno proviene de una tercera extraccion de
los animales en cautiverio, pues al emplear veneno de extracciones
adicionales, los picos I1I y IV disminuyen considerablemente.

La pureza de Bel fue confirmada por 2 métodos
electroforéticos, uno en condiciones nativas y el otro en condicio-
nes denaturantes y en ambos casos Bel mostrd una sola banda

proteica (Figuras 2y 3).
La electroforesis en condiciones denaturantes permiti6 deter-

minar que el peso molecular de Bel es 6,3 kDa y que se trata de una
toxina de una sola cadena polipeptidica (Figura 3).

Ensayos de toxicidad

Los ratones inyectados por via intraperitoneal con Bel (60 Lig)
mostraron durante los primeros 30 minutos de accién de la toxi-
na, hipersecrecion salival, dificultad para respirar, convulsiones y
arrastre de las extremidades posteriores. A los 40 minutos quedan
inmovilizados, con los ojos dilatados, miccionan y secretan saliva
en forma exagerada. Aproximadamente 2 horas después de la
inoculacién, mueren.

Lainoculaciéon por via intramuscular de Bel (7,6 LLg) result6 en
la contraccion inmediata de la extremidad por mas de 30 minutos;
también se observaron sobresaltos y cierta irritabilidad en el com-
portamiento de los ratones.

<

Figura 2. Patrén electroforético de Be1 en condiciones nati-
vas. Be 1 mostré una sola banda proteica con migracion
hacia el catodo.
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Figura 3. Electroforesis en condiciones denaturantes con
SDS. En el carril 1, se pueden ver los estandares de peso
molecular: citocromo ¢ (12,4 kDa) y aprotinina (6 kDa), mien-
tras que en el carril 2 aparece Be 1 (6,3 kDa). Finalmente en
el carril 3 se muestra el patron electroforético del veneno
crudo de Brachistosternus ehrenbergii.

Actividad fosfolipasica y proteolitica

Bel no vari6 los niveles de absorbancia a 920 nm y 520 nm al
ser incubado con la emulsién de yema de huevo y azocoll respec-
tivamente, por tanto Bel no presenta actividad de fosfolipasa ni
de proteasa. Por otro lado en el veneno crudo tampoco se encon-
tré actividad proteolitica pero si fosfolipasica con una actividad
especifica de 2,38 (disminucién en la absorbancia 920 nm /min /
mg proteina).

Ensayo de acetilcolinesterasa e inhibicion de
acetilcolinesterasa

Tanto Bel como el veneno crudo no mostraron actividad de
acetilcolinesterasa, es decir no fueron capaces de hidrolizar
acetiltiocolina. Igualmente no mostraron actividad inhibidora de
acetilcolinesterasa ya que no fueron capaces de bloquear la activi-
dad de acetilcolinesterasa mostrada por el tejido cerebral.

Discusion

De acuerdo alo mostrado en la figura 1, cuando el veneno de B.
ebrenbergii se pasé por la columna de CM-Sephadex C-25 fue sepa-
rado en cuatro picos de proteina, de los cuales el dltimo mostré
corresponder a la toxina Bel, es decir Bel se unié fuertemente con
el gel y sélo se separd después de emplear NaCl 0,6 M en el buffer
de elucién. Esto demuestra que a pH 7, la toxina estd cargada
positivamente lo que le permite interactuar con la carga negativa
del grupo carboximetil del gel (-CH2-CH2COOQ)) y por lo tanto el
pl de Bel es mayor que 7 tratindose asi de una proteina basica.
Las neurotoxinas de veneno de escorpion son en general, protei-
nas basicas de bajo peso molecular que pueden separarse median-

te cromatograffa de intercambio catiénico a pH neutro (Escobar et
al., 2003).

Asi por ejemplo, del veneno del escorpion mexicano Centruroides
suffusus suffusus se han aislado hasta 7 toxinas (CssI - CssVII) con
pl superiores a 9 (Martin et al., 1967), y del escorpion Lednrus
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quinquestriatus quinguestriatus se han separado 5 toxinas denomi-

nadas Lqql, Lqqll, LqqllI, LqqIV y LqqV (Miranda et al., 1970).

La toxina Bel represent6 el 8,1 % de la proteina total del vene-
no, valor que esta por debajo al reportado para otras toxinas leta-
les para roedores como Ts que representa el 20% del veneno de
Tityus serrulatus, o Birtoxina que representa alrededor del 12 —
14% del veneno de Parabuthus transvaalicus (Corréa et al., 1997;
Inceoglu et al., 2001).

La pureza de Bel se estableci6 mediante 2 métodos
electroforéticos, uno de ellos en condiciones nativas y especifico
para proteinas basicas (método de Reisfeld), y el otro en condicio-
nes denaturantes y de gran resolucion para polipéptidos con pe-
sos moleculares por debajo de 14 kDa (método de Schigger y von
Jagow). En ambos casos, Be 1 mostr6 una sola banda homogénea
de proteina, lo cual demostr6 su pureza y lo adecuado del tnico paso
cromatografico realizado parala separacion de esta toxina.

Ademas, la PAGE-SDS segun el método de Schigger y von
Jagow, permitié determinar que el peso molecular de Bel es 6,3
kDa, y que se trata de una toxina de una sola cadena polipeptidica.
Muchas otras toxinas aisladas de venenos de escorpién se caracte-
rizan también por ser de bajo peso molecular y de una sola cadena.
Asi por ejemplo, la toxina BmKIV del escorpion chino Buthus
martensi Karsch es una cadena polipeptidica simple de 7,2 kDa
(Wuetal., 1999), y la toxina Bot XIII del escorpion africano Buthus
occitanus tunetanus pesa 6,3 kDa (Martin y Rochat, 1984).

En cuanto al efecto téxico de Bel, en este trabajo se ha determi-
nado que la inoculacién intraperitoneal en ratones albinos produ-
ce hipersecrecion salival, convulsiones, dificultad en la respiracion,
arrastre de las extremidades posteriores, inmovilizaciéon y muerte.
Cabe mencionar que los sintomas observados concuerdan en su
mayortia con los reportados por primera vez en 1982 para el vene-
no crudo de esta especie (Calder6n y Aguilar, 1988).

Otras toxinas selectivas para mamiferos, también producen efec-
tos similares a Bel. Asi por ejemplo BmKIV produce poliuria, dis-
nea, reduccién de movimientos y muerte en roedores (Wu et al.,
1999); las 2 toxinas principales de Tatyus serrulatus, T's y tityustoxina
inducen también hipersecrecion salival, disturbios respiratorios y
muerte de los roedores (Cunha-Melo y De Andrade 2000).

La inoculacién por via intramuscular de Bel se manifesté por
la contraccién de la extremidad inoculada, sobresaltos e irritabili-
dad. H13 y Hm3, dos toxinas de los venenos de Hadruroides lunatus
y Hadruroides mauryi, respectivamente, también producen contrac-
ci6n y el arrastre de la pata inoculada durante el desplazamiento
del animal (Escobar et al., 2002; Velasquez y Escobat, 2004).

Cabe sefialar que tanto el veneno crudo como Bel no tienen
actividad proteolitica sobre azocoll, ni actividad de acetilcolinesterasa
e inhibidora de acetilcolinesterasa. Asimismo, Bel no tiene actividad
de fosfolipasa, aunque el veneno crudo si presenta dicha actividad.

En este sentido el veneno de Brachistosternus ehrenbergii es simi-
lar al de Tityus serrulatus y Tityus babiensis, los cuales tampoco
tienen ninguna de las actividades enzimaticas aqui probadas (Diniz
y Gongalves, 1960). Sin embargo el veneno de Palammeons gravimanus
0 Buthus tamnlus si presenta actividad proteolitica (Master et al.,
1963), mientras que el veneno de Hezerometrus scaber, contiene acti-
vidad de acetilcolinesterasa. Asimismo los venenos de Buthus minax
y Heterometrus fulvipes, tienen actividad inhibidora de

acetilcolinesterasa aunque aun no se han purificado los inhibidores
(Nair y Kurup, 1975; Narayana et al., 1984).

Las caracteristicas bioquimicas encontradas para Bel, es decir su
letalidad y especificidad en roedores, asi como su bajo peso
molecular (6,3 kDa) y la carencia de alguna actividad enzimatica,
permiten suponer que se trata de una toxina relacionada con la
gran familia de proteinas que tienen accién sobre canales de sodio
en mamiferos.

Las toxinas de venenos de escorpién que afectan especificamente
los canales de sodio de mamiferos, se caracterizan justamente por
tener pesos moleculares entre 6 y 8 kDa, asi como carecer de activi-
dades enzimaticas y ser muy toxicas. Estas toxinas pueden ser de
dos tipos, segun la modificacion causada en el canal.

Asi, tenemos las toxinas tipo O, que son aquellas que reducen
o bloquean el mecanismo de inactivacion del canal de sodio, y que
se han aislado principalmente de venenos de escorpiones del «vie-
jo mundoy. Por otro lado las toxinas tipo [3, se caracterizan por
activar el canal de sodio abriéndolo durante mas tiempo, incluso
con potenciales de membrana a los cuales ellos normalmente esta-
tfan cerrados; estas toxinas se han obtenido mayormente de vene-
nos de escorpiones americanos.

En cualquiera de los dos casos, estas toxinas mantienen mas
tiempo activos a los canales de sodio y asi provocan descargas
espontaneas y repetitivas de potenciales de accién logrando pro-
longar la accién de éstos en nervios y musculos (Vatanpour, 2003).

La toxina AaHII de Androctonus anstralis Hector es una O-toxi-
na, mientras que la Cn2 de Centruroides noxius, es una B-toxina
(Possani etal., 1999).

Es posible que los efectos producidos por Bel sean producto
de su accién sobre canales de sodio, con la consecuente prolonga-
cién de los potenciales de accion.

En general, la dieta de los escorpiones esta constituida princi-
palmente por insectos los cuales son paralizados por el veneno.
Sin embargo en un trabajo previo nosotros hemos encontrado
que el veneno de Brachistosternus ebrenbergii tiene poca toxicidad en
insectos lo cual indicarfa que para la captura de estas presas, el
escorpion recurre principalmente a su gran envergadura y grandes
quelas, prescindiendo de insectotoxinas especificas (Rivera etal.,
2004). Por otro lado la presencia de una fuerte toxina para roedo-
res, como en este trabajo se ha demostrado, permitirfa suponer
que esta toxina cumple un papel de defensa hacia posibles
predadores o incluso que es utilizada por Brachistosternus ehrenbergii
para procurarse algunos roedores en su dieta. Nosotros en el la-
boratotio hemos verificado como este escorpion es capaz de atacar
y comer crias de roedores, lo cual se relaciona también con algunas
descripciones que indican la presencia de este escorpion, en la na-
turaleza, cerca de galerfas de pequefios roedores.

Esta especializacion es observada también en el veneno del
escorpion sudafricano Parabuthus transvaalicus el cual supera los 15
cm de longitud (Inceoglu et al., 2001).
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