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RESUMEN

Fundamento: el veneno del alacran azul, Rhopalurus junceus es actualmente
comercializado con el nombre de Escozul. Este producto natural se emplea en el
tratamiento de diferentes patologias, sin embargo en la literatura revisada no
aparece informacion referente a la caracterizacion bioguimica del extracto de este
ejemplar cubano.

Objetivo: hacer una caracterizacion bioquimica preliminar del veneno crudo del
alacran cubano mediante el empleo de dos técnicas destinadas a estos fines.
Método: se empled la electroforesis discontinua de proteinas en gel de
poliacrilamida al 15 % y la cromatografia de alta presion.

Resultados: se identifico un patrén difuso correspondiente a péptidos de talla
inferiores a catorce KDa, mientras que por HPLC se determinaron trece picos en el
veneno crudo de esta especie.

Conclusiones: el veneno del alacran azul presenta una composicion molecular
similar a la descrita para otras especies con una mezcla molecular inferior a catorce
KDa.



DeCS: venenos de escorpion, cromatografia, electroforesis.

ABSTRACT

Background: the blue scorpion venom, Rhopalurus junceus is currently marketed
with the name of Escozul. This natural product is used in the treatment of different
pathologies; however in the revised Iliterature doesn't appear concerning
information to the biochemical characterization of the extract of this Cuban
specimen.

Objective: to make a preliminary biochemical characterization on the crude venom
of the Cuban scorpion by means of the employment of two techniques dedicated to
these purposes.

Method: the discontinuous electrophoresis of proteins was used in polyacrylamide
to 15 % and the chromatography of high pressure.

Results: a diffuse pattern corresponding to inferior size peptides to fourteen KDa
was identified, while for HPLC thirteen peaks were determined in the crude venom
of this species.

Conclusions: the blue scorpion venom presents a similar molecular composition to
the one described for other species with an inferior molecular mixture to fourteen
KDa.

DeCS: scorpion venoms, chromatography, electrophoresis.

INTRODUCCION

El cadncer constituye una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Datos
preliminares del Anuario Estadistico del Ministerio de Salud Publica (MINSAP)
indican que el cancer cobrd 17 490 vidas en Cuba en el afio 2002, que equivale al
23 % del total de muertes registradas en ese afio. *

En el tratamiento de este grupo de enfermedades se utilizan tradicionalmente los
farmacos citostaticos, las radiaciones y la cirugia; pero en la actualidad han surgido
una serie de tratamientos alternativos que incluyen la terapia génica, elementos
promotores de inmunogenicidad y otros que aceleran el proceso de apoptosis

celular. %*



El empleo terapéutico de la toxina del alacran azul (Rhopalurus junceus) fue
descubierto al cabo de una década de trabajo por el bidlogo cubano Misael Bordier,
quien inicié el criadero de escorpiones y su investigacién en la Facultad de Ciencias
Médicas de Guantanamo a finales de los afios 80 del siglo pasado. La toxina, una
vez formulada y esterilizada constituye el producto natural Escozul. A la misma se
le atribuyen propiedades antimicrobianas y antitumorales demostradas a través de
algunos estudios preclinicos. ® El aislamiento y caracterizacion molecular de los
extractos obtenidos de organismos y su evaluacion farmacoldgica es un aspecto
esencial del proceso de descubrimiento de la droga. Precisamente los avances en el
area de las técnicas in vitro han trasformado sustancialmente esta faceta de la
guimica de productos naturales.

En la literatura revisada no aparece informacién alguna sobre estudios que
caractericen bioquimicamente el producto natural obtenido de esta especie de
alacran y comercializada con el nombre de Escozul.

A pesar de los resultados obtenidos en investigaciones preclinicas y clinicas
mediante la administracion de este veneno, ’' 8 las autoridades sanitarias cubanas
no reconocen como evidencia cientificamente documentada los reportes realizados
hasta el momento, aunque las referencias sobre sus efectos y curas son sugerentes
de una posible actividad y utilidad terapéutica. ° Partiendo de estos argumentos, se
pretende caracterizar mediante métodos bioquimicos el extracto natural obtenido a

partir de la estimulacion eléctrica del apéndice terminal del alacran azul.

METODOS

Coleccion y preparacion de la toxina

Se colecté el veneno de 50 alacranes de la especie Rhopalurus junceus en un
volumen de 20ml de agua destilada, mediante la aplicacién de corriente a baja
intensidad en el apéndice terminal. Con la finalidad de concentrar la muestra se
realizé una precipitacién salina con NH4S04 al 70 %, seguidamente se resuspendid
en 5ml de PBS 1X (137mM NaCl, 2.7mM KClI, 4.3mM Na4HPO4, 1.47mM KH4PO,) vy
se procedid a dializar durante 48h a 4° C en PBS 1X. Se determind la concentracién
de proteinas totales a través del método de Lowry. '° La toxina fue filtrada
utilizando membranas de 0.2mm.

Caracterizacién bioquimica del veneno

En la caracterizacidon bioquimica de las muestras se utilizaron dos métodos:
electroforesis de proteinas y la cromatografia liquida de alta presion (HPLC), los que

permitieron la estimacion de su pureza, composicién y peso molecular.



Electroforesis de Proteinas

Se realiz6 una electroforesis de proteinas discontinua empleando un gel de
poliacrilamida al 15 % en condiciones desnaturalizantes. !° Los marcadores de peso
molecular utilizados fueron de 67, 43 y 14 KDa que se correspondieron con la
albumina bovina, ovoalbimina y lisozima, respectivamente.

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Para la separacién de las principales fracciones de proteinas y péptidos que
conforman la mezcla del crudo de veneno, se utilizd un sistema de cromatografia de
alta presion (HPLC), del inglés High Pressure Liquid Chromarography. (LKB
Pharmacia, Suecia).Como matriz separadora se utilizO una columna analitica
XK50/30, con 25ml de resina de intercambio i6onico DEAE Sepharose Fast flow
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia), equilibrada con diez
volimenes de tampdn PBS1X (pH 7.2).

La elusidén se realizd con un gradiente creciente de molaridades de cloruro de sodio
(NaCl) desde 0.1M hasta 1M de NacCl diluido en tampoén PBS1X, pH 7.2. Las corridas
se realizaron a un flujo de 0.8ml/min y una presién de 1.5 mPa, con un rango de
absorbancia de 0.02. Se utilizé en las lecturas un UVICORD S2138. La velocidad del
papel fue de 5mm/min. En cada corrida se aplicaron 80 pg totales del crudo
diluidos en tampon fosfato (PBS 1X, pH 7.2).

RESULTADOS

Caracterizacion bioquimica del veneno. La electroforesis de proteina
desnaturalizante empleando gel de poliacrilamida al 15 % permitié observar un
patron de bandas bien definidas en el orden de los 43 KDa de peso molecular o
superiores a este. Sin embargo, el empleo de estas condiciones electroforéticas en
el ensayo, no permitid una mayor resolucién de las bandas que se encuentran por
debajo del marcador de peso molecular de 14 KDa y que se corresponden con la
mezcla de péptidos descritos en la literatura. Con la finalidad de caracterizar esta

zona se procedid a efectuar una cromatografia de alta presion (HPLC). Figura 1



Figura 1. Electroforesis discontinua de proteinas (PAGE reducida 15 %).

Linea 1: marcadores de peso molecular.

Linea 2. Crudo del veneno de alacran posterior a la precipitacion salina con

sulfato de amonio al 70%.

Cromatografia de alta presion.

caracteristicas electroforéticas de los componentes del Escozul, resultd interesante

Una vez chequeada

determinar cual era el patrén de proteinas presentes en dicha solucion.

El fraccionamiento utilizando esta columna de intercambio idnico, resultd en la
resolucién de 13 picos claramente identificables, siendo mayoritarias en este orden

las fracciones 3, 4, 5, 6, 12 y 13, con mas del 50 % del total de la muestra. Figura

2

Figura 2. Cromatograma del crudo del veneno de alacran obtenido por HPLC. 80 pg de

proteinas totales fueron aplicados. En la parte
correspondientes a cada pico.
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DISCUSION

Las toxinas producidas por diversos organismos han llamado desde hace mucho
tiempo la atencion de los investigadores por sus propiedades terapéuticas. Entre los
mas estudiados se encuentran las serpientes, escorpiones y diversos organismos
marinos. 11, 12, 16, 20

Varios estudios coinciden en que el veneno de los escorpiones es una mezcla
compuesta por varios péptidos de bajo peso molecular que tienen su efecto sobre
los canales idnicos (fundamentalmente de Ca®*, Na* y K*) de mamiferos, insectos y
crustaceos. ¥

Todas estas toxinas producen una perturbacién severa de los procesos de
excitacion y conduccién del impulso nervioso debido a una modificacién de la
permeabilidad idnica de la membrana, alterando los procesos neuroquimicos
celulares y con consecuencias importantes para los sistemas nervioso vy
cardiovascular. > % 2% 25 E| primero de estos grupos de investigacion identificd y
caracterizo cuatro péptidos en el veneno del escorpion chino Mesobuthus martensii,
también conocido como Buthus martensii Karsch. En dichas especies las toxinas
variaron entre 36 y 71 residuos de aminoacidos y presentaron entre tres y cuatro
puentes disulfuro.

Los autores coinciden en la accion del veneno asociada con la activacion de los
canales de sodio Na* y potasio K*, lo cual es toxico para insectos y mamiferos.
Ademas se ha reportado que esta familia de proteinas mantienen un motivo
estructural conservado integrado por un nucleo compacto formado por una a hélice
y tres hojas plegadas b. %® La caracteristica mas singular de este veneno es que, a
diferencia de los venenos de serpientes, avispas, abejas u hormigas, carece de
fosfolipasas, proteasas y factores de irritacién. Su letalidad radica en la presencia
de toxinas dirigidas a sitios especificos de la membrana citoplasmatica, que
modifican el comportamiento de los mecanismos de seleccién idnica imprescindibles
para la fisiologia celular. La media de los perfiles cromatograficos realizados
mostraron que estos son representativos para cada especie, pudiéndose utilizar
como indicadores de especie. Ademas se demostré que todos los venenos estan
formados por proteinas de pesos moleculares semejantes. 2’

El presente trabajo hace el primer acercamiento a la caracterizacién molecular de la
mezcla de compuestos presentes en el producto natural estudiado, pues es
imprescindible la identificacion de los diferentes elementos con actividad biolégica
que intervienen directa o indirectamente en su accién a nivel de membranas
celulares. En la caracterizacion bioquimica de estas mezclas de proteinas donde

aparecen moléculas de bajo peso molecular, cominmente se emplea la



electroforesis en gel de poliacrilamida no convencional, con la finalidad de alcanzar
un mayor poder resolutivo. % 2°

Debido a la carencia de evidencias sobre la composicién molecular del extracto y
con el objetivo de evaluar la pureza y el peso molecular de la toxina presente en el
veneno del alacran R. junceus, se empled la electroforesis convencional
acrilamida/bisacrilamida al 15 % debido a la no disponibilidad de los reactivos
necesarios para las electroforesis no convencionales antes mencionadas. El patrén
de proteinas obtenido coincide con las referencias encontradas en la literatura
donde se observan varias bandas de mayor peso molecular, ubicadas entre 43 y 67
KDa.

Diversos autores informan ademas la presencia de una mezcla de péptidos en una
Y
observadas en este trabajo. Debido al poco poder resolutivo de la técnica

zona difusa conformada por pequefios moléculas inferiores a 14 KDa 2% 2%/ 23 30

empleada, estos péptidos no pudieron ser observados por separado.

Como puede apreciarse en el cromatograma mostrado en la figura 2, en el
fraccionamiento utilizando esta columna de intercambio idnico, el Escozul muestra
un perfil integrado por trece fracciones claramente identificables, cuando se utiliza
una columna de intercambio i6nico acoplada a un sistema cromatografico de alta
resolucién. Dentro de los picos mayoritarios se encontraron por este orden el 3,4,
56,12y 13.

CONCLUSIONES

Este trabajo brinda las condiciones experimentales necesarias para el aislamiento
de las moléculas que componen el extracto. Los estudios moleculares para verificar
la similitud estructural de esta toxina con las toxinas antes discutidas y propias de
otras especies, no han sido llevados a cabo aun. El aislamiento y estudio molecular
ayudarad a comprender su mecanismo de accién celular y asi poder utilizar este
producto natural en la terapia de diversas patologias con una base cientifica. El
veneno del alacran azul presenta una composicion molecular similar a la descrita

para otras especies con una mezcla molecular inferior a 14 KDa.
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