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Resumen

Se ha estudiado bioguimicamente el veneno del escorpion Tityus kaderkai Kovafrik, 2005 del
departamento de Madre de Dios. El veneno soluble contiene 47.6% de proteina y por PAGE-
SDS muestra cinco bandas proteicas. Las proteinas del veneno fueron separadas, a partir
de 12.9 mg de veneno, mediante cromatografia de intercambio cationico en CM Sephadex
C-25 con buffer acetato de amonio 0.05 M pH 7, obteniéndose 7 picos proteicos (I — VII).
Los ensayos de toxicidad han permitido identificar tres toxinas que afectan a Mus musculus
y que se encuentran asociadas a los picos IV, V y VII; asimismo, se ha detectado toxicidad
sobre Gryllus sp. en los picos IV, V, VI y VII. Entre las actividades enzimaticas ensayadas, se
ha encontrado actividad proteolitica sobre caseina en el pico | y actividad de hialuronidasa
en el pico IV con una actividad especifica de 205.6 ug/min/mg. Tanto en el veneno soluble
como en las fracciones colectadas no se encontrd actividad de fosfolipasa, anticoagulante ni
hemolitica. El trabajo incluye notas sobre la distribucion y el habitat de la especie.

Palabras claves: veneno; escorpion; toxina; enzima; Tityus kaderkai.

Abstract

The biochemistry of the venom of Tityus kaderkai Kovafik, 2005 from Madre de Dios depart-
ment, has been studied. The soluble venom contains 47.6% of protein. The venom proteins
were separated from 12.9 mg of venom using cationic exchange chromatography in CM
Sephadex C-25 with a 0.05 M ammonium acetate buffer pH 7.0. The chromatography profiles
show seven peaks of proteins (I — VII) and five protein bands were distinguished in the crude
venom, by PAGE-SDS. The toxicity assays allowed the identification of three toxins affecting
Mus musculus which were associated to peaks IV, V and VII. Toxic proteins to Gryllus sp. were
also found associated to peaks IV, V, VI and VII. Through the enzymatic activity, the presence
of proteolytic activity over casein was found related to the first peak. Hyaluronidase activity has
also been found in the peak IV with a specific activity 205.6 pg/min/mg. However, the crude
venom and collected fractions did not show any phospholipase, anticoagulant, nor hemolytic
activity. Notes on the distribution pattern and habitat are also included.

Keywords: venom; scorpion; toxin; enzyme; Tityus kaderkai.

Introduccién

Los escorpiones son ardcnidos venenosos que existen desde hace mds de 400 millones
de anos y cuyas caracteristicas morfoldgicas se han mantenido casi inalteradas en el
tiempo. Todos ellos son muy activos durante la noche, alimentdndose principalmente
de insectos, otros artrépodos y en algunos casos de pequefios vertebrados que atrapan
con sus pedipalpos, e inmovilizan o matan con su veneno (Polis 1990). El veneno de
escorpion estd constituido principalmente por toxinas y enzimas de naturaleza proteica.
Estas toxinas actdan sobre el sistema nervioso a nivel de los canales i6nicos de sodio,
potasio, calcio o cloro, y producen la pardlisis de la presa; son los componentes mds
estudiados porque sirven como excelentes modelos de estructura y funcién biolégica, y
también porque son letales a varios organismos incluyendo al hombre. Ademds, algunas
toxinas tienen un potencial uso como sustancias bioinsecticidas o antimicrobianas
(Torres-Larios et al. 2000, Pimenta et al. 2001, Jiang et al. 2001, Mejri et al. 2003,
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Bosmans et al. 2005). En relacién a las enzimas, se considera
que los venenos de escorpiones son pobres en estas proteinas;
sin embargo, algunas enzimas han sido detectadas en diversos
venenos, entre ellos Heterometrus gravimanus (Pocock, 1894),
Heterometrus scaber (Thorell, 1876), Tityus serrulatus Luz &
Mello, 1922y Tityus bahiensis (Perty, 1833) (Pessini et al. 2001,
Almeida et al. 2002, Morey et al. 2000).

El género Tityus C.L. Koch, 1836, contiene 210 especies
descritas hasta la fecha y es el grupo mds numeroso de la familia
Buthidae (Fet & Lowe 2000, Lourengo 2006). Estos escorpiones
se distribuyen en parte de América Central y zonas tropicales
de Sudamérica. La toxicidad de sus venenos estd relacionada
con la presencia de péptidos que afectan los canales idnicos
(Barhanin et al. 1982, Becerril et al. 1997). La especie brasilera
1. serrulatus, es considerada una de las mds peligrosas para el
ser humano, y su letalidad se debe a la presencia de toxinas y
también a una hialuronidasa que permite la rdpida difusién del
veneno (Couraud et al. 1982, Pessini et al. 2001).

Otros venenos que se han estudiado son los de T7zyus bahiensis
(Becerril et al. 1996, Pimenta et al. 2001), 7. stigmurus (Torell,
1876), 1. cambridgei Pocock, 1897, 1. zulianus Gonzalez-
Sponga, 1981, T fasciolatus Pessbda, 1935, T. discrepans (Karsch,
1879), 1. trivitattus Kraepelin, 1898 y 7. costatus (Karsch, 1879)
(Becerril et al. 1996, Batista et al. 2000, 2002; Murguia et al.
2004, Diego-Garcia et al. 2005, Borges et al. 2004, Wagner et al.
2003, D’Suze et al. 2004, Coronas et al. 2003). En estos estudios
se han purificado toxinas especificas para artrépodos (D ’Suze et
al. 2004), insectos (Pimenta et al. 2001) y mamiferos (Borges et
al. 1990); en algunos casos también se han encontrado toxinas
con accién tanto sobre insectos como mamiferos (Pimenta et al.
2001). Ademads, también se han reportado algunas actividades
enzimdticas como la de hialuronidasa (Pessini et al. 2001) y
actividad gelatinolitica (Almeida et al. 2002).

Nuestro laboratorio, desde el ano 2002 ha venido trabaja-
ndo en la purificacién y estudio de algunas proteinas de ciertos
venenos de escorpiones del Perti tales como los de Hadruroides
lunatus (L. Koch, 1867), H. bustamantei Ochoa & Chaparro,
2008, Centruroides margaritatus (Gervais, 1841) y Brachistoster-
nus ehrenbergii (Gervais, 1841). En estos venenos se han identi-
ficado toxinas de naturaleza bésica que afectan a Porcelio lacevis,
Gryllus sp. y Mus musculus. Asimismo algunas enzimas como la
fosfolipasa se han encontrado en los venenos de H. lunatus, H.
bustamantei y B. ehrenbergii més no en el veneno de C. margari-
tatus (Escobar et al. 2002; Escobar et al. 2003a, 2003b, Rivera
etal. 2004, Veldsquez y Escobar 2004, Ramos y Escobar 2007).
Asimismo, ciertos péptidos con accién antibacteriana también
han sido descritos (Escobar et al. 2008, Rivera et al. 2010).

En el Pert han sido reportadas 84 especies de escorpiones,
siendo el género Tityus representado al menos por 16 especies,
distribuidas principalmente en valles interandinos y en la cuenca
Amazénica peruana (Ochoa, 2005). Las especies del género
Tityus, como ya se menciond, son particularmente importantes
porque muchas de ellas son extremadamente peligrosas para el

hombre (Borges 1996, Freire-Maia et al. 1994).

Desde el afio 2005, hemos realizado expediciones a dife-
rentes localidades de la Amazonia peruana, registrando varias
especies de escorpiones. Entre las especies mds abundantes
en el departamento de Madre de Dios encontramos a 7ityus

kaderkai Kovatik 2005, un escorpién conocido hasta ahora sélo
para Bolivia. Ejemplares vivos de esta especie fueron llevados al
laboratorio donde se procedid a estudiar su veneno, mientras que
otros fueron colectados y depositados en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco para su determinacién taxondmica.

Este trabajo no solamente representa el primer estudio bio-
quimico sobre el veneno de una especie del género Zityus en
el Pert sino que constituye ademds, el primer registro de esta
especie para el pais, ampliando su distribucién hasta el sur este
peruano en la regién Madre de Dios.

Material y métodos
Material biolégico.-

- Escorpiones de ambos sexos de la especie Tityus kaderkai
procedentes de Madre de Dios.

- Ratones albinos Balb/c de 18g.
- Grillos recolectados en la localidad de Huaura, Lima.

- Arafas del género Kukulcania recolectadas en la ciudad
universitaria de la UNMSM, para alimentar a los escorpiones.

Recoleccién y mantenimiento de los escorpiones.- Se
utilizaron 79 escorpiones de la especie Tityus kaderkai pro-
venientes del departamento de Madre de Dios, rio Los Ami-
gos (12°34°077S, 70°05’57”W, 260 — 280 m, marzo 2005,
J.A.Ochoa & J.C.Chaparro).

En el laboratorio los escorpiones se mantuvieron juntos
en un envase de pldstico de 65 x 37 x 30 cm; se les alimentd
cada dos semanas con arafias o grillos, y constantemente se les
proporcioné algodones humedecidos con agua, de acuerdo al

método de Candido y Lucas (2004).

Obtencién del veneno.- El veneno, obtenido por estimu-
lacién eléctrica con 20 voltios, fue recibido en capilares y depos-
itado en una placa Petri para su desecado al vacio. El veneno se
mantuvo a -18 °C hasta su uso.

Tratamientos de los ratones.- Los ratones fueron adquiridos
en el Instituto Nacional de Salud de Lima y transportados al
laboratorio para su uso inmediato en los ensayos de toxicidad.
Los procedimientos con los ratones se realizaron de acuerdo con
la Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén del
Instituto Nacional de Salud de Lima (Fuentes 2008); y la “ley de
proteccién a los animales domésticos y a los animales silvestres
mantenidos en cautiverio” (Ley 27265).

Separacién cromatogrifica de las proteinas del veneno.-
Para la separacién de las proteinas, 12.9 mg de veneno se dis-
olvieron en 600 pL de buffer acetato de amonio 0.05 M pH 7,
durante 30 minutos con ayuda de un vortex. Luego se centrifugd
26000 rpm por 30 minutos y se descarté el precipitado, aplicin-
dose 490 pL del sobrenadante a una columna cromatografica
de intercambio catiénico de CM Sephadex C-25 de 13.5x 1.1
cm equilibrada con buffer acetato de amonio 0.05 M a pH 7.0
(Escobar et al. 2002). Se colectaron fracciones de 1 mL y las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron con el mismo
buffer conteniendo NaCl 0.2 M y 0.6 M. La corrida se realizé
a temperatura ambiente y a un flujo de 11 mL/h.

Cuantificacién de proteinas.- Para todos los ensayos el
contenido proteico se determiné midiendo la absorbancia a 280
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nm, segtin el método de Warburg y Christian (1941). Solo para
determinar el contenido proteico del veneno soluble se utilizé
el método de Lowry et al. (1951).

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS).- El perfil electroforético del veneno
soluble y las fracciones obtenidas se determinaron por PAGE-
SDS de acuerdo al método de Schigger y Von Jagow (1987).
Como proteinas estdndares se usaron citocromo C (12.4 kDa)
y aprotinina (6.5 kDa).

Toxicidad sobre Mus musculus.- Ratones albinos machos
de 18 g de peso fueron inoculados intraperitonealmente con
0,1 mL de veneno soluble diluido (7.65pg) o de las fracciones
colectadas. La toxicidad se evalué durante 3 horas después de
la inoculacién, en base a la aparicidn de ciertos sintomas tales
como temblores, hipersalivacién, hiperlacrimacidn, dificultad
para respirar, pardlisis de extremidades y muerte. En total se
realizaron dos ensayos y cada uno por triplicado.

Toxicidad sobre Gryllus sp.- La toxicidad sobre los grillos
se evalué por la inoculacién con una jeringa Hamilton, de 5
pL del veneno soluble (0.22 mg/mL) o 15 pL de las fracciones
colectadas, en la parte ventral, entre el segundo y tercer par de
patas. La toxicidad se determiné por la pardlisis o la muerte de
los especimenes durante los primeros minutos después de la
inoculacién.

Actividad de fosfolipasa.- Se determiné por el método de
Marinetti (1965), para lo cual se prepar6 una emulsién de yema
de huevo con buffer acetato de amonio 0,05 M pH 7,0 de modo
que tuviera una absorbancia inicial a 920 nm de aproximada-
mente 0,600. A 1,5 mL de esta emulsién se le agregé 100 pL del
veneno soluble o 10 pL de las fracciones colectadas y se midié
la disminucién en la absorbancia a 920 nm durante 4 minutos.

Actividad proteolitica.- La actividad proteolitica se deter-
miné sobre caseina, para lo cual se incubé a 37 °C, 20 pL de
casefna 8mg/mL con 10 pL de la fraccién, durante 15, 30, 60,
120 y 180 minutos. La evaluacién de la actividad proteolitica se
realizé por PAGE-SDS (Laemmli, 1970). Asimismo, también
se midié la actividad proteolitica sobre albiimina y hemolinfa
de grillo. Para esta prueba se mezcld, por separado, 5 pL de
albiimina bovina 2 mg/mL o hemolinfa de grillo (diluida 1:3)
con 5 pL de la fraccién con actividad proteolitica. Esta mezcla se
incubé a 37 °C por 90 minutos y la evaluacién de la protedlisis
se realizé por PAGE-SDS (Laemmli 1970).

Actividad de hialuronidasa.- La actividad de hialuronidasa
del veneno soluble y las fracciones colectadas se determiné por
turbidimetria segtin el método de Di Ferrante (1988). La mez-
cla de reaccién contenia 300 pL de buffer acetato pH 6, 100
pL de 4cido hialurénico (0.5 mg/mL en buffer acetato) y 100
pL de las fracciones colectadas o 30 pL de veneno soluble. La
mezcla fue incubada durante 20 minutos a 37 °C'y la reaccién
se detuvo con 1 mL de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
al 2.5% (diluido en NaOH 2%). La absorbancia se ley6 a 400
nm vy la actividad especifica se expresé como los microgramos
de 4cido hialurénico hidrolizados por minuto y por miligramo
de proteina.

Actividad hemolitica.- La actividad hemolitica del veneno
soluble y de las fracciones colectadas se evalu6 en forma directa
e indirecta sobre eritrocitos humanos.

Directa.- La mezcla de reaccién contenia 200 pL de glébulos
rojos al 0.5% en buffer Tris 0.1 M NaCl 0.15 M pH 7.5y 50 uL
del veneno soluble o las fracciones colectadas. Se incubé a 37 °C
por 2 horas y después se centrifugé a 6000 rpm por 15 minutos.
Finalmente se separ6 el sobrenadante y se leyd a 541 nm.

Indirecta.- La mezcla de reaccién contenfa 200 pL de glébu-
los rojos al 0.5%, 25 pL de emulsién de yema de huevo (4 veces
diluido en buffer Tris 0.1 M NaCl 0.15 M pH 7.5) y 100 pL
del veneno soluble o las fracciones colectadas. Se incubé a 37
°C durante 2 horas y después se centrifugd a 6000 rpm durante
15 minutos. Finalmente se separé el sobrenadante vy se ley6 la
absorbancia a 541 nm.

Actividad anticoagulante.- La mezcla de reaccién conte-
niendo 100 pL de plasma humano citratado y 50 puL de veneno
soluble o de las fracciones colectadas se incubd a 37 °C durante
15 minutos. Luego se agregé 50 pL. de CaCl,0.08 M y se midi6 el
tiempo de coagulacién. La actividad anticoagulante se determiné
midiendo el retraso en el tiempo de coagulacién del plasma, con
respecto a un control sin veneno.

Resultados y discusién

Contenido proteico, separacién de las proteinas y PAGE-
SDS.- Para realizar este trabajo se utilizaron 12.9 mg de veneno
provenientes de tres extracciones en tres meses sucesivos. En cada
extraccién se obtuvo 5.7, 4.4 y 2.8 mg de veneno, de 74, 56 y 39
escorpiones respectivamente, obteniéndose en promedio 0.075
mg de veneno por cada escorpién. Adicionalmente, durante las
extracciones de veneno, se midi6 que cada escorpién expulsa en
promedio aproximadamente 1 pL de veneno.

De acuerdo al método de Lowry, se ha determinado que el
veneno soluble de 7ityus kaderkai contiene 47.6% de proteina.
En otros venenos de escorpiones de la familia Buthidae se han
reportado porcentajes variados de contenido proteico; como
por ejemplo, 54.1% en Buthotus judaicus y 81% en Centruroides
margaritatus (Zlotkin et al.1982, Escobar et al. 2003b).

Luego de pasar el veneno soluble de Tityus kaderkai por la
columna de CM-Sephadex C-25 a pH 7 se obtuvo un perfil
cromatografico con siete picos proteicos (del I al VII), de los
cuales los tres primeros salieron con el buffer inicial de cor-
rida. Al agregar NaCl 0,2 M eluyeron tres picos adicionales y
finalmente con NaCl 0.6 M se obtuvo un pico mds, tal como
se muestra en la Figura 1.

Considerando que a pH 7 este gel estd cargado negativamente,
debido a los grupos carboximetil que posee, se puede decir que
las proteinas de los tres primeros picos tienen igual carga que
el gel o son eléctricamente neutras, mientras que las proteinas
de los cuatro tltimos picos estdn cargadas positivamente y por
ello sélo salen después de aplicar NaCl, quedando en evidencia
su naturaleza bésica.

Una caracteristica comidn de los venenos de escorpiones es
que la mayoria de sus toxinas son de naturaleza bdsica, lo cual
se tiene en cuenta para separarlas con geles de intercambio cat-
iénico con quienes ficilmente interactdan (Borges et al. 1990).
Adicionalmente, la purificacién total de estos componentes se
obtiene generalmente mediante cromatografia liquida de alta
presién (HPLC) en fase reversa.

La PAGE-SDS segin el método de Schigger y Von Jagow
(1987) mostr6 la presencia de al menos 5 bandas proteicas en el
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Figura 1. Cromatografia en CM Sephadex C-25. Se aplicé 0.490 mL (10.5 mg) de veneno soluble de Tityus sp. a la columna de intercambio
cationico (13.5 x 1.1 cm) equilibrada con buffer acetato de amonio 0.05M pH 7.0. Se colectaron fracciones de 1 mL. Los nimeros en romanos

indican los siete picos de proteina obtenidos.

veneno soluble, de las cuales la de menor peso molecular fue la
mds gruesa y notoria, lo que indica que la mayoria de proteinas
del veneno de 7izyus kaderkai son de bajo peso molecular (menor
o igual a 6.5 kDa), lo cual es una caracteristica general de los
venenos de escorpiones de la familia Buthidae.

Adicionalmente al analizar electroforéticamente los picos I
y IV, se pudo ver que en el pico I se encontraban las bandas
proteicas de alto y mediano peso molecular del veneno soluble
y en menor medida las proteinas de bajo peso molecular, pero
con un patrén muy parecido al del veneno total. En cambio el
pico IV mostré una sola banda proteica de 6.5 kDa. Los demds
picos proteicos no se pudieron analizar electroforéticamente
debido a la baja concentracién proteica. Estos resultados se
pueden ver en la Figura 2 y corroboran el hecho de que los
venenos de escorpiones, en general, y los del género Tityus
en particular, poseen una gran cantidad de péptidos de bajo
peso molecular. Cabe sefialar que la tnica banda proteica cor-
respondiente al pico IV, no necesariamente nos indica que se
trata de una sola proteina; lo méds probable es que contenga

std crudo | v
e
kDa
* s B

Citocromo C
124 &

i
Atropinina
oy mEmcae

Figura 2. PAGE-SDS del veneno soluble y los picos | y IV. De izquier-
da a derecha se puede ver el patron electroforético de las proteinas
estandares (std), el veneno soluble, el pico | y el pico IV en los carriles
1, 2, 3y 4 respectivamente.

varios tipos de péptidos con diversas actividades pero muy
parecidos en el peso molecular. Algo muy ilustrativo al respecto
es lo encontrado en otros venenos de escorpiones del género
Tityus, como por ejemplo en el veneno de Tizyus costatus donde
se han encontrado por lo menos 84 componentes de bajo peso
molecular (Diego-Garcia et al. 2005).

Toxicidad sobre Mus musculusy Gryllus sp.- La toxicidad
sobre Mus musculus se encontrd tanto en el veneno soluble como
en los picos IV, V'y VII de la corrida cromatogréfica.

El efecto téxico del veneno soluble se manifest6 por signos
de irritabilidad, saltos descoordinados, secrecién lacrimal e
inmovilidad de las patas posteriores. Asimismo el efecto toxico
del pico IV se evidencié por irritabilidad, exceso de secrecién
lacrimal y convulsiones, mientras que el pico V causé hiperac-
tividad e irritabilidad. Finalmente el pico VII produjo pequenos
temblores, excesiva salivacion y secrecién lacrimal, inmovilidad
de las patas posteriores y falla respiratoria, muriendo todos los
ratones aproximadamente 1 hora después. La muerte producida
por el pico VII fue causada con 0.909 pg/g de ratdn.

Respecto a la toxicidad sobre insectos, tanto el veneno soluble
como las fracciones correspondientes a los picos IV, V, V1y VII,
mostraron ser téxicas en Gryllus sp. La cantidad de proteina que
afectd a los grillos fue de 1.1 pg en el veneno soluble, y de 0.32
a 1.97 pg para las fracciones separadas.

La toxicidad en el insecto se manifesté por la lentitud y
descoordinacién al caminar, con el cuerpo desplazado hacia un
lado, hasta quedar completamente paralizado, todo lo cual se
produjo casi inmediatamente después de la inoculacién.

El pico VII mostré la mayor toxicidad pues la pardlisis pro-
ducida fue irreversible, en cambio con los otros picos se observd
que 10 minutos después de la pardlisis algunos grillos empezaban
a recuperarse lentamente. El efecto temporal o reversible de es-
tas toxinas no serfa contraproducente, ya que igual ellas, como
componentes del veneno, cumplirfan su funcién de contribuir
a paralizar a la presa.
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Figura 3. Actividad proteolitica sobre caseina. Desde los 15 minu-
tos de incubacién se notd la hidrélisis de la caseina la cual fue mas
evidente a mayores tiempos de incubacion.

Las toxinas de venenos de escorpiones con accién sobre el
sistema nervioso han sido ampliamente estudiadas, especial-
mente en escorpiones de la familia Buthidae, ya que algunos de
ellos son letales al hombre. Estas toxinas se caracterizan, al igual
que las detectadas en este trabajo, por ser de naturaleza bésica
y con pesos moleculares entre 6500 y 8500 Da. Su toxicidad
se debe principalmente a que son capaces de modular los ca-
nales i6nicos de sodio operados por voltaje, distinguiéndose las
a-toxinas, las cuales se une al sitio 3 del canal y prolongan su
inactivacidn, y las B-toxinas, las cuales se unen al sitio 4 del canal
y aceleran su activacién. Entre las a-toxinas, se distinguen toxinas
especificas para mamiferos, toxinas especificas para insectos y
toxinas con accién sobre mamiferos e insectos (Rodriguez de la
Vega y Possani, 2005).

Como ya se indicd, la mayorfa de toxinas de esta clase han
sido estudiadas en venenos de escorpiones de la familia Buthi-
dae; existiendo sdélo una toxina caracterizada en el escorpion
Anuroctonus phaiodactylus de la familia Chactidae (Valdez-Cruz
et al. 2004). En el caso de escorpiones de nuestro pais, toxinas
con accién sobre roedores han sido detectadas y parcialmente
purificadas a partir de los venenos de Hadruroides lunatus y
Brachistosternus ehrenbergii (Escobar et al. 2002, 2003a, Ramos
y Escobar 2007).

Segin los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad,
los picos IV, V y VII afectan tanto a Mus musculus como a
Gryllus sp., lo cual muy probablemente se deba a la presencia
de toxinas especificas, unas con accién sobre Mus musculus y
otras con accidn sobre Gryllus sp. Sin embargo, no se descarta
la posibilidad de que ambos efectos sean responsabilidad de una
misma toxina, tal como se ha indicado mas arriba para el caso
de algunas a-toxinas; asi por ejemplo, en el veneno de Tityus
babiensis la toxina Tb2-1I afecta tanto a mamiferos como a
insectos (Pimenta et al. 2001).

Actividades enzimaticas.- Tanto en el veneno soluble como
en las fracciones colectadas no se encontré actividad de fosfoli-
pasa. Este resultado coincide con lo reportado para los venenos
de Tityus serrulatus, T. bahiensis, 1. stigmurus (Venancio et al.
2013), Androctonus crassicauda, Mesobuthus eupeus (Khodadadi
etal. 2012) y Centruroides margaritatus (Escobar et al. 2003b),
en donde tampoco se ha detectado actividad de fosfolipasa.
La fosfolipasa es una enzima que se encuentra ampliamente
distribuida en diversos venenos de origen animal, incluido los
escorpiones; sin embargo la ausencia de esta enzima pareceria
ser una caracteristica comin no solo de los venenos del género

Tityus, sino una caracteristica general de la familia Buthidae,
pues todos los escorpiones arriba mencionados pertenecen a
ésta familia. En otros escorpiones como Hadruroides lunatus,
Hadruroides bustamantei y Brachistosternus ehrenbergii, que
pertenecen a otras familias, si se ha reportado la presencia de
fosfolipasa (Escobar et al. 2002, Veldsquez y Escobar 2004,
Rivera et al. 2004).

Con respecto a la actividad proteolitica, se encontré que s6lo
el pico I de proteina mostré actividad enzimdtica sobre caseina.
La evaluacién de esta actividad por PAGE-SDS (Laemmli 1970)
mostré una hidrélisis progresiva de la caseina en funcién del
tiempo de incubacidn, la misma que fue evidente desde los 15
minutos de incubacién (Fig. 3).

Sin embargo, no se detecté actividad proteolitica sobre al-
bumina ni hemolinfa de grillo tal como se muestra en la Figura 4,
donde se puede ver que el patrén electroforético de la albtimina y
de la hemolinfa no variaron por accién de la proteasa del veneno.

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que el veneno
de Tityus kaderkai posee actividad proteolitica sobre caseina,
pero no tiene actividad sobre albimina ni hemolinfa de grillo.

A diferencia de Tityus kaderkai, los venenos de 1. serrulatus
y 1. bahiensis no tienen actividad proteolitica sobre caseina,
pero si sobre gelatina (medida en geles de poliacrilamida con
gelatina incorporada).

Se ha sugerido que las proteasas del veneno podrian actuar
como agentes difusores del veneno al incrementar la permea-
bilidad de los tejidos facilitando asf la difusién de las proteinas
del veneno; sin embargo la mayoria de venenos de escorpiones
carecen de esta actividad lo que indicarfa ademds que los venenos
no contribuyen en la digestién proteolitica de la presa. Otra de
las hipétesis sobre la funcién de estas proteasas en los venenos
de escorpiones es que modificarfan a las toxinas post—traduc-
cionalmente (Almeida et al. 2002). Igualmente es importante
sefalar que mas recientemente se ha reportado que una metalo-
proteinasa del veneno de Tityus serrulatus es capaz de hidrolizar
a VAMP, una proteina de membrana de vesiculas que participa
en los procesos de fusién de membranas (Fletcher et al. 2010).

En relacién a la actividad de hialuronidasa, esta actividad se
encontré en el veneno soluble y en las fracciones correspondien-

Figura 4. Actividad proteolitica sobre albiumina y hemolinfa de grillo.
En los carriles 1 y 3 se muestran los controles de albumina y hemo-
linfa, mientras que en los carriles 2 y 4 se muestran los incubados
de la albimina y hemolinfa con la proteasa, respectivamente. Como
se puede ver no hay accion proteolitica sobre la albimina ni la he-
molinfa del grillo.
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tes al pico IV lo cual nos indica que esta enzima es de naturaleza
bésica. Luego de la separacién cromatogréfica, la hialuronidasa
se purificd 3,6 veces con un rendimiento de 6.1%. La presencia
de hialuronidasa en diferentes venenos se ha asociado con una
mayor capacidad de difusién de la ponzofa, debido a que la
hidrélisis del 4cido hialurénico, un polisacdrido muy abundante
de la matriz extracelular, permitiria una mayor diseminacién de
los componentes téxicos del veneno.

De hecho, se ha demostrado que la toxicidad de los venenos
de escorpiones estd relacionada al contenido de hialuronidasa,
pues la presencia de esta enzima como un factor difusor, hace al
veneno mds toxico. As{ por ejemplo, en Tityus serrulatus, la hial-
uronidasa parece ser la responsable de la rdpida tasa de absorcion
que tiene el veneno de esta especie en los tejidos, en comparacién
a otros venenos del mismo género (Pessini et al. 2001).

Actividad hemolitica y anticoagulante.- Los resultados
mostraron que tanto el veneno soluble como las fracciones
colectadas carecen de actividad hemolitica directa o indirecta.
En algunos venenos de escorpiones se ha visto que la actividad
hemolitica directa depende de ciertos péptidos con capacidad
de dafiar la membrana de los eritrocitos y que en algunos ca-
sos muestran también actividad antibacteriana. La actividad
hemolitica indirecta se debe a la accién de la fosfolipasa tipo
A, que al actuar sobre el fosfolipido, libera un 4cido graso
mds lisolecitina, una sustancia detergente y hemolitica. El
hecho que no se haya encontrado actividad de fosfolipasa en
el veneno de 7. kaderkai, guarda relaciéon con la ausencia de
hemdlisis indirecta.

La actividad anticoagulante tampoco se encontré en el
veneno soluble ni en las fracciones colectadas. La actividad
anticoagulante se debe a ciertas proteasas que pueden hidrolizar
el fibrindgeno o algin otro factor de coagulacién y que por
lo tanto afectan la coagulacién sanguinea; igualmente algunas
fosfolipasas que hidrolizan fosfolipidos que participan en la
coagulacién de la sangre, también retrasan la coagulacién. En
este sentido se puede decir que probablemente la proteasa del
veneno de Tityus kaderkai no es capaz de hidrolizar ningtin
factor de coagulacién. Cabe indicar que muy pocos venenos
de escorpiones tienen actividad anticoagulante, entre los que
se puede indicar a Heterometrus gravimanus'y Leiurus quin-
questriatus (Hamilton et al. 1974).

Figura 5. Ejemplares en vivo de Tityus kaderkai Kovafik, 2005, macho (A), hembra (B).

Notas sobre la distribucién de la especie.- Tizyus kaderkai
fue descrito originalmente para la localidad de Rurrenabaque
en el departamento de Beni en el noreste de Bolivia (Kovarik,
2005) siendo hasta la fecha, la Gnica localidad conocida para
la especie. Expediciones realizadas en la Amazonia del sureste
peruano durante los tltimos 8 afios nos han permitido registrar
varias especies de escorpiones de los géneros Bothriurus Peters,
1861, Ananteris Thorell, 1891 y Tityus incluyendo la presencia
de 7 kaderkai en el departamento de Madre de Dios.

A pesar de la pobre descripcién original en el trabajo de
Kovatik, el andlisis morfolégico de los ejemplares de Madre
de Dios nos permitié confirmar que son conspecificos con la
especie boliviana. 7Tityus kaderkai, conocido por los pobladores
de lazona como "escorpién moteado” es un escorpién pequeno,
de hasta 37 mm de longitud, siendo los machos ligeramente
mds grandes que las hembras. La coloracién es amarilla ocrdcea
con pigmentacién evidente en todo el cuerpo que le dan una
apariencia moteada. La tltima porcién del metasoma es negru-
zca, y los ejemplares machos poseen el V segmento caudal mds
abultado que las hembras (Fig. 5).

Esta especie es muy abundante en la Amazonia de Madre de
Dios, se encuentra principalmente en bosque secundario, aunque
también es posible hallarla en bosque primario. La mayoria de
los ejemplares fueron encontrados en la hojarasca (debajo de las
hojas o en pequenas ramitas caidas), pocos individuos estaban
trepados en los troncos. Habita entre 250 a 500 m de altitud en
localidades pertenecientes a las cuencas de los rios Alto Madre
de Dios, Manu, Madre de Dios, Pariamanu, Los Amigos, Tam-
bopata y en la cuenca del rio Heath (Fig. 6).
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