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RESUMEN 

 

El alacrán Centruroides nigrescens Pocock 1898, es una especie que habita y se 

restringe en los estados de Guerrero y Michoacán, el objetivo de este proyecto se 

basó en conocer si existen algunas diferencias en la composición química de su 

veneno entre miembros de la misma especie, de acuerdo al nicho ecológico en el 

que esta especie subsiste, los materiales y métodos empleados en este proyecto 

fueron; la obtención del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región 

costera de Zihuatanejo en el estado de Guerrero y el veneno de la misma especie, 

de la región montañosa de Quechultenango del mismo estado. Los venenos fueron 

obtenidos por estimulación eléctrica del telson y las fracciones solubles de los 

venenos fueron liofilizadas y se conservaron a -20°C. Se puso a prueba la toxicidad 

del veneno total en mamíferos (Mus musculus), insectos (Acheta domestica) y en 

crustáceos (Dactylopius coccus). Los venenos se sometieron a técnicas 

electroforéticas empleando geles de poliacrilamida y a técnicas de cromatografía 

líquida de alta resolución fase reversa (RP-HPLC), la finalidad de estas técnicas 

fueron fraccionar y purificar los principales componentes de los venenos de los 

alacranes de ambas regiones y conocer si existen algunas diferencias entre ellos. 

Se determinaron mediante espectrometría de masas los pesos moleculares (Da) de 

los péptidos obtenidos por RP-HPLC. En los resultados de los bioensayos se 

demuestran diferencias en el grado de toxicidad de los venenos a diferentes 

especies de animales dependiendo de la región del que proviene el alacrán. En las 

técnicas electroforéticas se demuestran migraciones de los componentes del 

veneno del alacrán de la región de Zihuatanejo diferente al del alacrán de la región 

de Quechultenango. Existen diferencias en las concentraciones relativas de los 

péptidos que se muestran en los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC y se 

lograron purificar y secuenciar los principales componentes de ambos venenos. Se 

encontraron 72 péptidos en el veneno por parte del alacrán de Zihuatanejo y 65 

péptidos en el veneno por parte del alacrán de Quechultenango, diferenciando sus 

pesos moleculares entre ambos venenos, estos componentes varían entre los 300 

a los 8000 Da. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los alacranes se encuentran entre los artrópodos terrestres de la clase Arachnida 

más antiguos (Santibáñez-López et al., 2016), se calcula que existen en nuestro 

planeta desde hace unos 400 millones de años (Possani, 2005; Polis, 1990), en ese 

entonces la Tierra, como hace muchos millones de años atrás y como lo hace en 

este momento, estaba y está en constante evolución, probablemente causada por 

desastres naturales o por la presencia de organismos que lograron cambiar su 

entorno, dando origen a múltiples modificaciones tanto en los ecosistemas 

acuáticos, terrestres y atmosféricos, como en las estructuras anatómicas y 

fisiológicas de los individuos, además de generar nuevos aspectos físicos y  

distintos comportamientos de muchos organismos de diferentes especies, estos 

cambios, aparentemente obligaron a los alacranes a evolucionar y conocerlos 

morfológicamente al día de hoy (Polis, 1990) (Figura 1). 

 

Figura 1. Morfología básica de un alacrán. (Tomado de García-Guerrero, 2018) 

Muchas especies de alacranes conquistaron casi todos los ambientes ecológicos, 

exceptuando los círculos polares y algunas islas del pacífico (Santibáñez-López et 

al., 2016), la mayor parte de las especies de alacranes se distribuyeron en las 

regiones tropicales y subtropicales de la Tierra y se adaptaron perfectamente a los 

ambientes desérticos de clima caliente como el existente en México (Possani, 

2005). Muchas otras especies de alacranes se especializaron para subsistir en 
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sustratos, los cuales constituyen sus refugios de las inclemencias del clima y los 

protegen de posibles depredadores, además de ser el lugar en donde encuentran a 

su pareja reproductiva y a su alimento (González, 2014), que generalmente consiste 

de pequeños invertebrados como moluscos, insectos y otros arácnidos, además, 

estos organismos son capaces de soportar largos periodos de inanición sin tener 

algún efecto notable, la mayoría de las especies de alacranes son nocturnos y 

permanecen en reposo durante el día, esto es más frecuente en especies que 

habitan en zonas desérticas, ya que esto les evita efectos mortíferos como la 

insolación y la deshidratación, sin embargo, algunas especies de alacranes pueden 

lograr sobrevivir con la mínima cantidad de agua, incluso les es suficiente con la 

que toman de su alimento; pero en otras áreas, los alacranes requieren beber agua 

de vez en cuando para poder complementar sus requerimientos metabólicos, lo que 

hace que busquen áreas húmedas durante la noche (Polis, 1990).  

Actualmente de las 2,597 especies de alacranes que se han reportado en todo el 

mundo (Rein-Ove, 2021), 289 especies de alacranes se encuentran en nuestro país, 

lo que representa más del 11% de la diversidad mundial (Figura 2). 

 

Figura 2. Proporción de diversidad de alacranes en México. (A) Porcentaje de 

géneros en las familias de alacranes mexicanos. (B) Porcentaje de especies en las 

familias de alacranes mexicanos. (Tomado de Santibáñez-López et al., 2016) 

Las especies de alacranes registradas en todos los estados de México se incluyen 

en ocho familias y 38 géneros (Tabla 1) (Santibáñez-López et al., 2016), de las 
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cuales la familia Vaejovidae Thorell, 1876, es la más diversa (Ponce-Saavedra et 

al., 2013), cuenta con 15 géneros y 151 especies; la familia Diplocentridae Karsch, 

1880, cuenta con 3 géneros y 58 especies; la familia  Typhlochactidae Mitchell, 

1971, la única endémica del país, cuenta con 4 géneros y 11 especies; la familia 

Euscorpiidae Laurie, 1896, cuenta con 3 géneros y 8 especies; la familia 

Caraboctonidae Krapelin, 1905, cuenta con 2 géneros y 9 especies; la familia 

Chactidae Pocock, 1893, cuenta con 2 géneros y 3 especies; la familia 

Superstitionidae Stahnke, 1940, de la cual solo se conoce un género con una sola 

especie y por último la familia de alacranes más estudiada en México, dado el 

problema de alacranismo que este representa; la familia Buthidae C. L. Koch, 1837, 

que engloba 2 géneros y 48 especies, de las cuales 44 corresponden al género 

Centruroides Marx, 1860 y 4 especies al género Chaneke Francke, 2014 

(Santibáñez-López et al, 2016). 

Tabla 1. Número de géneros y especies de alacranes registradas en México hasta 

el 2016. (Tomado de Ponce-Saavedra et al., 2016) 

 

Familia 

 

No. de géneros 

 

No. de especies 

   

Vaejovidae 20 151 

Typhlochactidae 4 11 

Euscorpiidae 3 8 

Diplocentridae 3 58 

Caraboctonidae 2 9 

Chactidae 2 3 

Buthidae 2 48 

Superstitionidae 1 1 

Total 38 289 
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Se reconoce que la familia Buthidae, está equipada con un arsenal de venenos 

distintos a otras familias (Miyashita et al., 2007), se pueden observar diferencias en 

la abundancia de componentes en el veneno entre géneros, especies e inclusive 

individuos dentro de una especie (Batista et al., 2007; Dyason et al., 2002; Pimenta 

et al., 2003). 

Teniendo en consideración que, en México, se han reportado veinte especies de 

alacranes tóxicos a humanos del género Centruroides (Riaño-Umbarila et al., 2017) 

(Tabla 2), de las cuales, las principales especies son: C. noxius Hoffmann, 1932, en 

Nayarit, C. limpidus limpidus Karsch, 1839, en Colima, Jalisco, México, Guerrero, 

Morelos, Michoacán y Querétaro, C. infamatus C. L. Koch, 1844, en Aguascalientes, 

Colima, Guanajuato, Michoacán, Jalisco, Nayarit y Querétaro, C. elegans Thorell, 

1877, en Jalisco y Nayarit, C. suffussus Pocock, 1902, en Durango, C. sculpturatus 

Ewing, 1928, en Sonora y C. limpidus tecomanus Hoffmann, 1932, en Colima, 

Guerrero, Jalisco y Michoacán (Tay-Zavala et al., 2004; De Armas et al., 2003; 

Riaño-Umbarila et al., 2017). 

Tabla 2. Especies de alacrán tóxicos a humanos en México. (Modificado de Riaño-

Umbarila et al., 2017) 

  

Especie 

 

 

Estado donde reporta presencia 

   

1 C. noxius Nayarit. 

2 C. limpidus limpidus Colima, Guerrero, Jalisco, México, 

Michoacán, Morelos y Querétaro. 

3 C. infamatus Aguascalientes, Colima, Guanajuato, 

Jalisco, Michoacán, Nayarit y 

Querétaro. 

4 C. elegans Jalisco y Nayarit. 

5 C. suffussus Durango. 

6 C. sculpturatus Sonora. 
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7 C. limpidus tecomanus Colima, Guerrero, Jalisco y 

Michoacán. 

8 C. ornatus Guanajuato, Jalisco y Michoacán. 

9 C. hirsutipalpus Colima. 

10 C. villegasi Guerrero. 

11 C. cumpas Sonora. 

12 C. sp. nov. Oaxaca (Huajuapan). 

13 C. meisei Guerrero. 

14 C. balsasensis Guerrero, México, Michoacán, 

Morelos y Puebla. 

15 C. huichol Nayarit. 

16 C. bonito Guerrero. 

17 C. ruana Michoacán. 

18 C. serrano Oaxaca 

19 C. mascota Jalisco 

20 C. chamela Jalisco 

 

La convivencia de los alacranes con el ser humano es de suma importancia, estos 

artrópodos son miembros vitales de las redes tróficas, por lo que es importante tener 

en cuenta esta función ecológica, cuando se les encuentra en jardines y parques, 

en los que, si no se trata de alacranes de importancia médica, pudieran considerarse 

como benéficos, al consumir diariamente insectos y pequeños arácnidos (Ponce-

Saavedra et al., 2016). Sin embargo, existe una parte negativa, como se mencionó 

anteriormente, el género Centruroides, que representa un peligro mortal para los 

humanos, se encuentra en convivencia con la población mexicana y es importante 

el estudio de la naturaleza del veneno de las diferentes especies de alacranes para 

comprender como estos actúan en nuestro organismo, de manera que se 

encuentren mejores soluciones ante su picadura, dentro de este género se 

encuentra la especie en estudio; Centruroides nigrescens Pocock, 1898, el veneno 

de esta especie de alacrán no ha sido caracterizado hasta el momento, y, por ende, 

se sabe poco sobre los componentes de su veneno, en la actualidad no se cuenta 



18 
 

con datos en los que se haya reportado que tenga importancia médica, ni algún 

péptido de su veneno que tenga alguna función específica. 

2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Datos taxonómicos 

 

Dominio: Eukarya Margulis & Chapman, 2009 

  Reino: Animalia Linnaeus, 1758 

    Phylum: Arthropoda Latreille, 1829 

      Subphylum: Chelicerata Heymons, 1901 

        Clase: Arachnida Lamark, 1801 

          Orden: Scorpiones C. L. Koch, 1837 

            Familia: Buthidae C. L. Koch, 1837 

              Género: Centruroides Marx, 1860 

                 Especie: Centruroides nigrescens Pocock, 1898 

 

2.2 Nicho ecológico 
 

De acuerdo con (Soberón & Miller, 2009), el término “nicho” ha sido un concepto 

complejo de definir, dado la maraña de conceptos que tratan de construir un tema 

común, sin embargo, se ha hecho una basta recopilación de datos para que 

(Peterson, 2006), pueda dar un concepto más claro de nicho ecológico, este incluye 

a todos los factores bióticos y abióticos o físico-químicos (Hutchinson, 1980), con 

los cuales, los organismos se relacionan y se desarrollan en el tiempo actual 

(Peterson, 2006). Es decir, aquellos factores ecológicos que permiten la existencia 

de una especie, junto con los impactos que dicha especie tiene sobre dichos 

factores (Soberón & Miller, 2009). En otras palabras, el nicho ecológico impregna 

toda la ecología importante para la biología de una especie (Hutchinson, 1980; 

Pianka 1982; Giller 1984). 
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Para que los individuos de una población puedan sobrevivir en un área 

geográficamente determinada, deben enfrentarse a procesos de adaptación, 

especiación, extinción, dispersión y a barreras biogeográficas (Illoldi, 2008).  De 

manera que el nicho ecológico incluye a todas las interacciones que sostiene el 

alacrán Centruroides nigrescens con los factores ambientales que lo rodean. 

Por lo anterior, el alacrán Centruroides nigrescens, se enfrenta a factores abióticos, 

como precipitaciones y temperatura, y a factores bióticos, como la vegetación en la 

cual subsiste y el tipo de fauna de la cual se puede alimentar (Peterson, 2006). 

Este estudio se enfocó en dos nichos ecológicos diferentes, con base a  (INEGI, 

2020), Zihuatanejo cuenta con un clima cálido subhúmedo,  las rocas son de tipo 

sedimentaria, el relieve muestra que existen pastizales, dunas costeras y distintos 

tipos de vegetación acuática, por otra parte, en Quechultenango, predominan los 

climas seco y semiseco, las rocas son de tipo ígneo extrusivo o volcánico, donde 

predomina el relieve montañoso con selva baja caducifolia, ambas regiones se 

encuentran en el estado de Guerrero, donde se han registrado que habitan 

mamíferos, insectos y crustáceos (CONABIO, 2019), de los cuales se puede 

alimentar el alacrán Centruroides nigrescens, es por ello que se eligieron a ratones, 

grillos y cochinillas como modelos experimentales. 

 

2.3 Componentes del veneno de alacrán 
 

La identificación de los componentes del veneno de alacrán y su caracterización 

funcional, son algunos de los aspectos más estudiados de los alacranes mexicanos 

(Santibáñez-López et al., 2016), dichos componentes incluyen una mezcla de 

diferentes moléculas, entre ellas; polisacáridos, mucoproteínas, aminas bioactivas 

(histamina y serotonina), metales y sales (iones de cobre, zinc, calcio, magnesio, 

hierro, plomo, manganeso, arsénico y níquel), aminoácidos libres, nucleótidos, 

lípidos, calcinas, componentes de bajo peso molecular con actividad anticoagulante 

(adenosina), péptidos de cadena larga (55 a 76 residuos de longitud con 

generalmente cuatro puentes disulfuro, estos son conocidas como toxinas de 



20 
 

canales de sodio), péptidos de cadena corta (23 a 64 residuos de longitud con tres 

o cuatro puentes disulfuro, conocidas como toxinas de canales de potasio) que 

bloquean o modifican la función de los canales iónicos activados por voltaje, también 

se encuentran en el veneno de los alacranes enzimas como las hialuronidasas, 

fosfolipasas, metaloproteasas y proteasas (Almeida et al., 2002; Schwartz et al., 

2008; Tiwari et al., 2009; Fletcher et al., 2010; Bordon et al., 2015; Ortíz et al., 2015; 

Al-Asmari et al., 2016; Xiao et al., 2016; Thien et al., 2017; Tran et al., 2017) (Figura 

3), que normalmente interfieren con la comunicación celular entre las células de los 

individuos a los que los alacranes inyectan su veneno. Sin embargo, su función es 

bastante selectiva, existen péptidos que reconocen solo canales iónicos de 

mamíferos, crustáceos o insectos (Possani, 1984; Valdivia et al., 1994; Rodríguez 

de la Vega et al., 2004; Pucca et al., 2015). 

 

Figura 3. Porcentaje de las proporciones de componentes que se encuentran en 

los venenos de alacranes mexicanos. (Tomado de García-Guerrero, 2018) 

(Modificado de Santibáñez-López et al., 2016) 

Además de los péptidos específicos que son activos en los canales iónicos de las 

células excitables y no excitables, se han reportado varios péptidos con diferentes 

funciones de interés para las industrias biotecnológicas y farmacéuticas, tales como: 

péptidos antimicrobianos (Conde et al., 2000; Torres-Larios et al., 2000; Carballar 

et al., 2008; Hernández-Aponte et al., 2011; De Melo et al., 2015; Parente et al., 

2018), péptidos antipalúdicos (García et al., 2007), péptidos anticonvulsivos (Corona 
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et al., 2003; Chow et al., 2020), péptidos con efecto antiviral (Li et al., 2011; Zhao et 

al., 2012), péptidos con efecto analgésico (Li et al., 2019; Rigo et al., 2019), péptidos 

con efecto anticancerígeno (Bernardes-Oliveira et al., 2019; Gómez-Rave et al., 

2019), fosfolipasas heterodiméricas (Valdez-Cruz et al., 2007), actividad 

metaloproteasa (Ortíz et al., 2014) y péptidos inmunomoduladores (Gurrola et al., 

2012; Varga et al., 2012). 

 

2.4 Caracterización de venenos de alacrán  

 

Muchos componentes de venenos de alacranes peligrosos y no peligrosos para los 

humanos ya han sido aislados y caracterizados (Valdez-Cruz et al., 2004; Torres-

Larios et al, 2000; Schuwartz et al, 2006; Ramírez-Carreto et al, 2012), empleando 

técnicas cromatográficas, mediante RP-HPLC, se obtienen péptidos o proteínas 

puros, además se emplea espectrometría de masas para identificar una mayor 

cantidad de componentes en el veneno para su respectiva caracterización 

bioquímica y determinación de las diferencias entre venenos de diferentes especies 

de alacranes (Possani et al., 1999; Valdez-Velázquez et al., 2013; Batista et al., 

2007; Rodríguez de la Vega et al., 2010). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El alacrán de la especie Centruroides nigrescens habita en las costas y montañas 

de los estados de Guerrero y Michoacán, y al parecer, no es tóxico para humanos, 

ni para el resto de los mamíferos. En esta investigación queremos saber sí influyen 

de manera significativa los factores del nicho ecológico en la composición química 

de su veneno. 

Por ello, en este proyecto se caracterizaron y se compararon a los principales 

componentes del veneno del alacrán C. nigrescens por primera vez en más de un 

siglo de descubrimiento de la especie, también se corroboró que existe una relación 

entre los factores del nicho ecológico y la composición química de los venenos de 

la especie en estudio. 

 

4. PREGUNTA 

 

¿Los factores del nicho ecológico influyen en la composición química del veneno 

del alacrán Centruroides nigrescens de la región costera de Zihuatanejo y de la 

región montañosa de Quechultenango? 

 

5. HIPÓTESIS  

 

Existen evidencias de que la composición química de los venenos de alacrán es 

influida por el entorno en el que se desarrolla la especie (Ruiming et al., 2010), sí el 

alacrán Centruroides nigrescens se encuentra en dos nichos ecológicos diferentes, 

entonces el veneno del alacrán Centruroides nigrescens será diferente dependiendo 

del lugar en el que habita. 
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6. OBJETIVO DEL PROYECTO 

 

Caracterizar y comparar los principales componentes bioquímicos del veneno de 

alacrán de la especie Centruroides nigrescens de dos regiones en el estado de 

Guerrero: La región costera de Zihuatanejo y la región montañosa de 

Quechultenango. 

 

6.1 Objetivos particulares  

1. Evaluar y comparar la toxicidad del veneno total del alacrán Centruroides 

nigrescens de las regiones de Zihuatanejo y Quechultenango en mamíferos, 

insectos y crustáceos. 

 

2. Determinar los patrones de migración y separación de los componentes del 

veneno del alacrán Centruroides nigrescens mediante técnicas 

electroforéticas empleando geles de poliacrilamida. 

 

3. Purificar los principales componentes del veneno del alacrán Centruroides 

nigrescens mediante cromatografía de intercambio catiónico o RP-HPLC. 

 

4. Determinar y comparar la región N-terminal de las secuencias de 

aminoácidos de las principales fracciones obtenidas. 

 

5. Demostrar que la composición química de los venenos de alacrán es 

diferente en la región costera de Zihuatanejo y la región montañosa de 

Quechultenango. 
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7. MATERIALES Y METODOS 

7.1 Diseño experimental 

 

El siguiente esquema fue diseñado para cumplir con los objetivos establecidos 

anteriormente (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diseño experimental para la caracterización y comparación de los 

principales componentes del veneno del alacrán Centruroides nigrescens 
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7.2 Obtención del veneno 

 

Los individuos de la especie Centruroides nigrescens fueron colectados en 

Zihuatanejo, localidad ubicada en el Suroeste del estado de Guerrero, en las 

coordenadas geográficas 17° 33’ y 18°05’ de latitud Norte y entre los 101° 15’ y 101° 

44’ de longitud Oeste respecto al meridiano de Greenwich y en Quechultenango; 

municipio que pertenece a la región Centro del mismo estado; se localiza al Sureste 

de Chilpancingo, entre las coordenadas 17° 08’ 10’’ y 17° 29’ 49’’ de latitud norte, y 

los 99° 00’ 39’’ y 99° 19’ 26’’ de longitud Oeste. 

Los alacranes fueron llevados al Alacranario del Instituto de Biotecnología de la 

UNAM y se obtuvo el veneno por medio de estimulación eléctrica del telson (Figura 

5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagen representativa de la estimulación 

eléctrica del telson. Se puede observar el electrodo de 

contacto y el estimulador (en rojo), las pinzas sostienen la 

cola del alacrán para la obtención adecuada del veneno. 

(Tomado de Possani, 2007) 
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7.2.1 Recuperación del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de ambas 

regiones 

 

Utilizando el método descrito y modificado de García-Guerrero et al., 2018, el 

veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región de Zihuatanejo fue 

depositado en 6 tubos eppendorf, luego, cada tubo fue resuspendido con 50 μL de 

agua tetradestilada, el volumen de cada tubo fue depositado en un solo tubo 

eppendorf, resultando un volumen total de 300 μL, con la finalidad de obtener la 

mayor cantidad de fracción soluble del veneno, los 6 tubos fueron lavados con 100 

μL de agua tetradestilada, después del paso del agua por los tubos, el volumen se 

vertió junto a los 300 μL anteriormente obtenidos, este lavado se repitió 3 veces 

más con 50 μL de agua tetradestilada por lavado, resultando en un volumen total 

de 550 μL, el cual se centrifugó en una condición de 4 grados centígrados a 12,500 

RPM por un tiempo de 15 min, el veneno se llevó a dilución de 1:10 y se midió la 

absorbancia A280 nm en un equipo NanoDrop, el cual permite cuantificar la 

concentración proteínica en un determinado volumen, asumiendo que una unidad 

de absorbancia equivale a 1 mg/mL de proteína, se recuperó un promedio de 4.21 

mg/mL de proteína en el veneno. 

Utilizando el mismo procedimiento de recuperación antes descrito, el veneno del 

alacrán Centruroides nigrescens de la región de Quechultenango depositado en 6 

tubos eppendorf, fue resuspendido en 50 μL de agua tetradestilada, el contenido de 

todos los tubos fue depositado en un solo tubo eppendorf. Para lavar los tubos y 

recuperar la mayor cantidad de fracción soluble del  veneno, se agregaron 100 μL 

de agua tetradestilada, después del paso del agua por los tubos, el volumen se 

vertió junto a los 300 μL anteriormente obtenidos, el lavado se repitió 6 veces  más 

con 50 μL de agua tetradestilada, resultando en un volumen total de 700 μL, el cual 

se sometió a centrifugación en una condición de 4 grados centígrados a 12,500 

RPM por un tiempo de 15 min, el veneno se llevó a dilución de 1:10 y se midió la 

absorbancia A280 nm, resultando en un promedio de 28.62 mg/mL de proteína en 

el veneno. 
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7.3 BIOENSAYOS 

 

7.3.1 Toxicidad en mamíferos con veneno total 
 

Para la prueba de toxicidad del veneno total en mamíferos y de acuerdo con el 

método descrito por García-Guerrero et al., 2018  se utilizó como modelo 

experimental 3 ratones albinos (Mus musculus) cepa CD1 con un peso promedio de 

21 g, la inyección del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región de 

Zihuatanejo se realizó por vía intraperitoneal, un primer ratón fue inyectado con 20 

μg de veneno diluido en 50 μL de agua tetradestilada, el segundo ratón fue 

inyectado con 40 μg de veneno diluido en 100 μL de agua tetradestilada, los ratones 

inyectados se dejaron con agua y alimento. Se observaron los efectos durante 24 h 

post inyección. 

Para la parte comparativa de toxicidad del veneno de Centruroides nigrescens de la 

región de Zihuatanejo, se utilizó el veneno de la misma especie, pero de diferente 

región: Quechultenango, el veneno fue inyectado al ratón por vía intraperitoneal con 

40 μg de veneno diluido en 100 μL de agua tetradestilada, el ratón se dejó con su 

respectivo alimento y agua. Se observaron los efectos durante 24 h post inyección. 

 

7.3.2 Toxicidad en insectos con veneno total 
 

Se puso a prueba la toxicidad del veneno total en 12 grillos (Acheta domestica) de 

acuerdo con el método descrito por García-Guerrero et al., 2018. Se inyectaron 2 

grupos de grillos, cada uno con 3 individuos con el veneno de alacrán Centruroides 

nigrescens de la región de Zihuatanejo en el tercer segmento de la parte dorsal del 

grillo con la cantidad de 20 μg a cada uno de los 6 individuos. Se inyectaron 3 grillos 

con 15 µL de agua destilada que sirvieron como controles. Los grillos inyectados se 

les dejó con agua y se observó sus efectos durante 24 h post inyección. 

Se inyectaron 2 grupos de grillos cada uno con 3 individuos con el veneno del 

alacrán Centruroides nigrescens de la región de Quechultenango con la cantidad de 
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20 μg a cada uno de los 6 grillos, los individuos inyectados se dejaron con agua y 

se observaron sus efectos durante 24 h post inyección. 

 

7.3.3 Toxicidad en crustáceos con veneno total 
 

Para la prueba de toxicidad a crustáceos del veneno total de acuerdo con el método 

descrito y modificado de García-Guerrero et al., 2018, se utilizó como modelo 

experimental 6 cochinillas (Dactylopius coccus), se inyectó el veneno del alacrán 

Centruroides nigrescens de la región de Zihuatanejo en la parte baja abdominal a 3 

cochinillas con la cantidad de 5 μg a cada uno de los 3 individuos. Se inyectaron 3 

cochinillas con 3 µL de agua destilada, los cuales sirvieron como controles. Los 

individuos inyectados se dejaron con agua y se observaron sus efectos durante las 

24 h post inyección. 

Se inyectó el veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región de 

Quechultenango con la cantidad de 5 μg a cada una de las 3 cochinillas, los 

individuos inyectados se dejaron con agua y se observaron sus efectos durante 24 

h post inyección. 

 

7.4 ELECTROFORESIS 

 

7.4.1 Geles de poliacrilamida 
 

En la determinación de los patrones de migración y separación de los componentes 

del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de ambas regiones, se realizaron 

separaciones electroforéticas mediante geles de poliacrilamida elaborados en el 

laboratorio de acuerdo con el protocolo descrito y modificado de García-Guerrero et 

al., 2018, los geles consisten en: una solución stock elaborada con 14.5 g de 

acrilamida y 0.5 g de bis-acrilamida, 30% T, 3.33% C, en 50 mL de agua destilada; 

un buffer del gel separador elaborado con 1.65 g de Acetato de Potasio disuelto en 

50 mL de agua destilada; un buffer del gel concentrador que consiste en 1.76 g de 
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Acetato de potasio diluido en 40 mL de agua destilada; una solución de glicerol  50% 

v/v de 10 mL (5 mL agua destilada y 5 mL de glicerol); una solución de riboflavina 

0.1% P/v (10 mg de riboflavina en 10 mL de agua destilada, el tubo contenedor se 

cubrió con papel aluminio); una solución de persulfato de amonio 10% P/v (100 mg 

de persulfato de amonio disuelto en 1 mL de agua destilada); Tricloroetanol (30 μL) 

y TEMED (la cantidad depende de la cantidad a preparar), empleado de la siguiente 

manera: 

En un tubo Falcon se añadió las soluciones medidas en el siguiente orden; 

Para preparar el gel separador (6 mL): Agua tetradestilada (2.05 mL), Acrilamida 

30% 12% T (2.4 mL), Buffer del gel separador (1.5 mL), APS 10% (6 μL), Riboflavina 

0.1% (30 μL), Tricloroetanol (30 μL) y TEMED (6 μL). 

Para preparar el gel concentrador (1 mL): Agua tetradestilada (390 μL), Acrilamida 

30% 4.5% T (150 μL), Buffer del gel concentrador (250 μL), Glicerol 50% (200 μL), 

APS 10% (1 μL), Riboflavina 0.1% (8 μL) y TEMED (1 μL). 

Una primera mezcla de 1 mL del gel concentrador se vierte en un molde de dos 

placas de vidrio de 8x10 cm (la mezcla sirve como sellador de la parte inferior de 

los vidrios), se le agrega 50 μL de agua destilada para emparejar la superficie, hecho 

esto, se deja a una exposición de luz blanca o neutra (puede usarse una lámpara 

de 13W 110-127V) durante aproximadamente 10 minutos en lo que polimeriza el 

gel, después se retira el agua y se vierte los seis mL del gel separador y se deja a 

exposición de luz blanca o neutra durante aproximadamente 10 minutos, se agregan 

50 μL de agua destilada para emparejar la superficie, una vez polimerizado el gel, 

se retira el agua y se vierte una segunda solución de 1 mL de buffer del gel 

concentrador, asegurándose de que la solución llegue casi al tope del vidrio, 

garantizando una correcta elaboración de los pozos donde será vertida la muestra. 

Antes de correr en el gel las muestras de veneno del alacrán C. nigrescens de 

ambas regiones, se preparó un buffer de corrida (2.7 g de Beta Alanina y 2 mL de 

ácido acético glacial disuelto en 500 mL de agua tetradestilada) el cual nos dará la 
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polaridad del campo, y un buffer de muestra 2X (0.5 mL de glicerol 50% v/v en 0.5 

mL de buffer del gel concentrador y se añadió verde de metilo). 

Se midió la absorbancia de la muestra correspondiente al veneno del alacrán C. 

nigrescens de la región costera de Zihuatanejo, sabiendo que por absorbancia A280 

nm tenemos 1.59 μg/μL, la muestra se resuspendió en 60 μL de agua tetradestilada 

y se vertió en tres tubos eppendorf, un tubo conteniendo 10 μg de proteína 

equivalente a 6.28 μL, un segundo tubo con 20 μg de proteína equivalente a 12.57 

μL y un tercer tubo con 30 μg de proteína equivalente a 18.86 μL. 

Para la parte comparativa, se midió la absorbancia de la muestra correspondiente 

al veneno del alacrán C. nigrescens de la región de Quechultenango, sabiendo que 

por absorbancia A280 nm tenemos 1.83 μg/μL, la muestra se resuspendió en 60 μL 

de agua tetradestilada y se vertió en tres tubos eppendorf, un tubo conteniendo 10 

μg de proteína equivalente a 5.46 μL, un segundo tubo con 20 μg de proteína 

equivalente a 10.92 μL y un tercer tubo con 30 μg de proteína equivalente a 16.39 

μL. 

A los seis tubos con las muestras se le agregaron 7 μL de agua tetradestilada y 7 

μL de buffer de muestra 2X, se vertieron en los pozos del gel en el orden de 10, 20 

y 30 μg (carriles 2, 3 y 4 respectivamente) de proteína del veneno del alacrán C. 

nigrescens de la región de Zihuatanejo y 30, 20 y 10 μg (carriles 5, 6 y 7 

respectivamente) de proteína del veneno del alacrán de la misma especie pero de 

la región de Quechultenango, vertiendo un volumen total de 20.28, 26.57 y 32.86 

μL de veneno del alacrán de Zihuatanejo a cada pozo y un volumen total de 19.46, 

24.92 y 30.39 μL de veneno del alacrán de Quechultenango respectivamente, se 

vertió 10 μg (carriles 1 y 8) de veneno del alacrán Centruroides limpidus limpidus 

como control, este nos mostrará si se realizó una correcta electroforesis. 

Se corrieron las muestras en 50 V constantes hasta que la muestra entró al gel 

separador y posteriormente a 100 V hasta que el colorante (verde de metilo) llegó 

al fondo del gel (aproximadamente 2.30 h). Terminada la separación, se tiñó el gel 

con una solución de tinción (azul brillante Coomassie G-250 al 0.1% en solución de 

ácido acético-metanol 10%/40% v/v) durante 30 minutos y se lavó dos veces, la 
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primera con solución de desteñir I (solución de ácido acético-metanol 10%/40% v/v) 

por 30 minutos y la segunda con solución de desteñir II (solución de ácido acético-

metanol 7%/10% v/v) durante 16 h aproximadamente con agitación suave. 

7.5 PURIFICACIÓN DE LOS COMPONENTES DEL VENENO 

 

7.5.1 RP-HPLC 
 

Se realizó la separación de los componentes del veneno del alacrán Centruroides 

nigrescens tanto de la región de Zihuatanejo como de la región de Quechultenango 

mediante RP-HPLC utilizando el protocolo descrito por Valdez-Velázquez et al., 

2018, se inyectó 1 mg de proteína de ambos venenos utilizando una columna de 

fase reversa (C18 analítica 4.6 x 250 mm, Vydac, Hysperia, EUA). Se utilizó una 

mezcla de agua con 0.12% de TFA (solución A) y una mezcla de ACN con 0.1% de 

TFA (solución B), las corridas se hicieron en un gradiente lineal de 0% a 60% de B 

en 60 minutos y el flujo fue de 1 mL/min, las muestras fueron colectadas 

manualmente, fueron secadas en un equipo Savant SpeedVac y se mantuvieron a 

-20°C.   

7.6 Determinación de pesos moleculares 
 

De acuerdo con el protocolo descrito por Valdez-Velázquez et al., 2018, las 

principales fracciones obtenidas mediante RP-HPLC, fueron disueltas en una 

solución de 60% de ACN y 40% de agua con 0.1% de ácido acético. El volumen de 

cada muestra fue ajustado de acuerdo con la absorbancia A280 nm por cada pico 

obtenido de la cromatografía, para posteriormente inyectar al equipo una cantidad 

máxima de 1 μg de proteína. Los pesos moleculares fueron determinados mediante 

el espectrómetro de masas LCQFleet (Thermo Scientific, CA, EUA). 

 

7.7 Reducción y alquilación de péptidos 
 

La fracción 47 (T, R 36.26) del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de 

Zihuatanejo y la fracción 50 (T, R 39.47) del veneno del alacrán de Quechultenango, 
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(siendo estos los dos componentes principales de su veneno), se redujeron y 

alquilaron de acuerdo al protocolo descrito por Olamendi-Portugal et al., 2017, para 

la reducción, los péptidos purificados se disolvieron en buffer de TRIS-HCl 200 mM 

pH 8.6 con un 1mg/mL de EDTA y cloruro de guanidino 6 M, se agregaron 200 μg 

de DTT por cada 50 μg de proteína y se incubó en una condición de 55 grados 

centígrados, por 45 min en un ambiente de N2, transcurrido el tiempo, se le 

agregaron a la mezcla 200 μg de iodoacetamina por cada 50 μg de proteína, se 

colocó en un ambiente de N2, se protegió de la luz, y se dejó transcurrir la reacción 

durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reacción, se 

inyectó inmediatamente la mezcla al equipo de HPLC para eliminar los reactivos, 

para esto, se utilizó una columna C18 analítica, se colectaron los dos péptidos 

alquilados (en dos corridas independientes) de forma manual, se determinaron sus 

pesos moleculares (Da) mediante espectrometría de masas, y se estimaron el 

número de cisteínas por la diferencia del peso molecular de los péptidos nativos y 

la ganancia en peso por el agente alquilante, las muestras se secaron en un equipo 

Savant SpeedVac. 

Un último paso que se puede llevar a cabo es la digestión de los péptidos, la región 

N-terminal se obtiene directamente del péptido, el resto de la secuencia se obtiene 

al digerir el péptido con enzimas proteolíticas para así obtener la secuencia de los 

fragmentos y ensamblar la secuencia peptídica completa, sin embargo, en este 

estudio no se llevó a cabo la digestión. 

 

7.8 Secuenciación y análisis de secuencias 
 

Los principales péptidos purificados del veneno del alacrán Centruroides nigrescens 

de ambas regiones tanto por RP-HPLC y electroforesis, fueron secuenciados para 

obtener la región N-terminal, lo anterior se realizó mediante degradación de Edman 

Edman y Begg, 1967, empleando un secuenciador automático PPSQ-31A 

(Shimadzu Instruments, Inc. Columbia, MD, EUA). Las principales secuencias 

obtenidas fueron comparadas entre ambos venenos. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 BIOENSAYOS 

 

8.1.1 Toxicidad del veneno total en ratón 
 

Con la inyección de ambas cantidades de veneno (40 μg) del alacrán C. nigrescens 

de Zihuatanejo, los ratones solo presentaron dificultad para caminar y pelaje erizado 

en la parte de la nariz, los mismos signos presentó el ratón inyectado con 40 µg del 

veneno del alacrán de la región de Quechultenango (Tabla 3) (Solo se inyectaron 3 

ratones, sabiendo que el veneno del alacrán C. nigrescens de Zihuatanejo no era 

fatal con una cantidad de 20 μg, no se inyectó un ratón con esa cantidad con el 

veneno del alacrán de Quechultenango). 

Tabla 3. Evaluación de toxicidad a ratón del veneno total del alacrán Centruroides 

nigrescens de ambas regiones 

Especie/Región Vía de 

administración 

Cantidad 

inyectada (μg) 

Resultado 

muertos/vivos 

Efecto 

Centruroides 

nigrescens 

Zihuatanejo 

 

Intraperitoneal 

20 μg 0/1  No 

fatal 

 Intraperitoneal 40 μg 0/1  No 

fatal 

Centruroides 

nigrescens 

Quechultenango 

 

Intraperitoneal 

 

40 μg 

 

 

0/1  

 

No 

fatal 
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8.1.2 Toxicidad del veneno total en grillos  
 

Se evaluó la toxicidad del veneno total del alacrán C. nigrescens de ambas regiones, 

inyectando 20 μg de veneno a 12 grillos. El primer grupo de tres individuos 

inyectados con el veneno del alacrán de Zihuatanejo entre el lapso de 10 a 30 

segundos, los tres grillos presentaron los mismos efectos de intoxicación; dificultad 

para caminar, pérdida del equilibrio y consecuentemente llegaron a paralizarse, 

después de 24 h de observación dos grillos murieron y uno se encontraba 

parcialmente paralizado. El segundo grupo de tres individuos inyectados con el 

mismo veneno presentaron signos de intoxicación iguales a los descritos en el 

primer grupo de grillos, después de las 24 h de observación dos grillos murieron y 

uno se encontraba parcialmente paralizado. 

En el caso del veneno del alacrán de la región de Quechultenango, el primer grupo 

de tres individuos inyectados presentaron entre el lapso de 5 a 15 segundos efectos 

de intoxicación como pérdida del equilibrio y dificultad para caminar, sin embargo, 

estos no quedaban paralizados como sucedió con los grillos inyectados con el 

veneno del alacrán de Zihuatanejo, después de 24 h de observación un grillo murió 

y dos estaban en aparente buen estado, podían moverse y caminar. El segundo 

grupo de tres individuos inyectados con el mismo veneno presentaron signos de 

intoxicación iguales a los descritos en el primer grupo, al cabo de 24 h de 

observación un grillo murió y dos estaban en buen estado. Los tres controles 

inyectados con 15 µL de agua destilada se encontraban en perfecto estado después 

de 24 h post inyección (Tabla 4). 

Tabla 4. Evaluación de toxicidad en grillos del veneno total del alacrán Centruroides 

nigrescens de ambas regiones 

Especie/Región Vía de 

administración 

Cantidad 

inyectada (μg) 

Resultado 

muertos/vivos 

 

Centruroides 

nigrescens 

Zihuatanejo 

 

Tercer segmento 

dorsal (primer 

grupo) 

 

20 μg 

 

2/1   
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 Tercer segmento 

dorsal (segundo 

grupo) 

20 μg 2/1  

 

 

Centruroides 

nigrescens 

Quechultenango 

 

Tercer segmento 

dorsal (primer 

grupo) 

 

20 μg 

 

 

1/2  

 

 

 

 

 

 

CONTROLES 

Tercer segmento 

dorsal (segundo 

grupo) 

 

Tercer segmento 

dorsal 

20 μg 

 

 

 

0 μg 

1/2  

 

 

 

0/3 

 

 

8.1.3 Toxicidad del veneno total en cochinillas 
 

Se evaluó la toxicidad del veneno total del alacrán C. nigrescens de ambas regiones 

a 6 cochinillas, inyectando 5 μg del veneno. El grupo de tres cochinillas inyectadas 

con el veneno del alacrán C. nigrescens de Zihuatanejo, presentaron entre el lapso 

de 40 a 120 segundos signos de intoxicación como: dificultad para caminar y 

enroscamiento total, después de las 24 h de observación, se confirmó la muerte de 

las tres cochinillas. 

Por otra parte, después de la inyección del veneno del alacrán de Quechultenango, 

el grupo de tres cochinillas entre el lapso de 25 a 40 segundos presentaron signos 

de intoxicación como: dificultad para caminar e inmovilidad, después de 24 h de 

observación todas las cochinillas murieron. Los controles inyectados con 3 µL de 

agua destilada se encontraban en perfecto estado (Tabla 5). 
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Tabla 5. Evaluación de toxicidad en cochinillas del veneno total del alacrán 

Centruroides nigrescens de ambas regiones 

Especie/Región Vía de 

administración 

Cantidad 

inyectada (μg) 

Resultado 

muertos/vivos 

 

Centruroides 

nigrescens 

Zihuatanejo 

 

Parte baja 

abdominal  

 

5 μg 

 

3/0  

 

Centruroides 

nigrescens 

Quechultenango 

 

CONTROLES 

 

Parte baja 

abdominal 

 

Parte baja 

abdominal 

 

5 μg 

 

 

0 μg 

 

3/0  

 

 

0/3 

 

8.2 PERFIL ELECTROFORÉTICO 

 

8.2.1 Determinación de los patrones de migración del veneno del alacrán C. 

nigrescens en geles de poliacrilamida  

 

Con el uso de geles de poliacrilamida, en la electroforesis se pudieron identificar los 

patrones de separación, migración y la similitud de componentes en el veneno del 

alacrán Centruroides nigrescens de las diferentes regiones. Se muestra una 

diferencia en los niveles de separación de los componentes que se encuentran en 

la parte central del gel, el veneno de alacrán de Zihuatanejo tiene tres componentes 

separados muy marcados que pueden verse en los carriles 2, 3 y 4 (flechas 

amarillas), dicha separación no puede apreciarse en el veneno del alacrán de 

Quechultenango (flecha rosa), además, existe una ausencia o baja concentración 

proteínica en la banda del veneno del alacrán de Zihuatanejo que se encuentra en 

la parte superior del gel (flecha roja), siendo la banda del veneno del alacrán de 

Quechultenango diferenciándose por tener una banda con mayor concentración 

proteínica (flecha azul) y también muestra un número significativo de bandas en la 
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parte inferior del gel, los cuales pueden tratarse de proteínas de bajo peso molecular 

en las que en el veneno del alacrán de Zihuatanejo se encuentran ausentes o con 

una concentración proteínica menor (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Electroforesis empleando gel de poliacrilamida vertiendo 

10, 20 y 30 μg de veneno del alacrán C. nigrescens de la región de 

Zihuatanejo (carriles 2, 3 y 4) y 30, 20 y 10 μg de veneno del alacrán 

de la región de Quechultenango (carriles 5, 6 y 7), los carriles 1 y 8 

corresponden a 10 μg del veneno del alacrán Centruroides limpidus 

limpidus, las tres flechas amarillas indican la separación de tres 

componentes en el veneno del alacrán de Zihuatanejo, la flecha  

indica un componente del veneno del alacrán de Quechultenango 

que aparentemente no se encuentra en el veneno del alacrán de 

Zihuatanejo y también en el veneno del alacrán de Quechultenango 

se aprecia una banda en la parte superior del gel (flecha azul), 

ausente o en menor concentración  en el veneno del alacrán de 

Zihuatanejo (flecha roja) 
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8.3 PURIFICACIÓN DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES  

 

8.3.1 Purificación de toxinas por RP-HPLC  

 

En dos corridas independientes se aplicaron 1 mg del veneno soluble del alacrán 

Centruroides nigrescens al equipo HPLC, en la primera corrida correspondiente al 

veneno del alacrán de la región de Zihuatanejo, se colectaron 72 fracciones, cada 

una correspondiente a un pico observado en el cromatograma, se realizó una 

segunda corrida de 1 mg del veneno soluble del alacrán C. nigrescens de la región 

de Quechultenango que arrojó 65 fracciones, cada uno correspondiente a un pico 

observado en el cromatograma (Figura 7). 

 

                                                                                     

Figura 7. Cromatogramas obtenidos de 1 mg de veneno del alacrán C. nigrescens 

de la región de Zihuatanejo (A) y de 1 mg de veneno de la especie de 

A 

B 
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Quechultenango (B). La fase móvil fue una mezcla de solución A (agua con 0.12% 

de TFA) y solución B (ACN con 0.1% de TFA) en una columna C18 analítica 

 

8.3.2 Determinación de pesos moleculares del veneno del alacrán C. 

nigrescens 

 

Se determinaron los pesos moleculares de las fracciones obtenidas de las corridas 

de 1 mg de veneno del alacrán Centruroides nigrescens de ambas regiones por RP-

HPLC, mediante espectrometría de masas (Tabla 7 y 8). Se demuestra que existe 

una gran variabilidad en los pesos moleculares de los componentes en el veneno 

del alacrán Centruroides nigrescens de la región costera de Zihuatanejo, 

determinando que en su veneno están presentes 12 componentes en el rango de 

peso molecular, expresado en Daltones (Da) de entre 0 a 1000 Da, 3 componentes 

entre 2001 y 3000 Da, 12 componentes entre los 3001 y 4000 Da, 10 componentes 

entre los pesos de 4001 y 5000 Da, 4 componentes entre 5001 y 6000 Da, 9 

componentes entre los 6001 y 7000 Da y 18 componentes que van desde los 7001 

a las 8000 Da (Figura 8). Mientras que en el veneno del alacrán Centruroides 

nigrescens de la región montañosa de Quechultenango, se determinaron solo 1 

componente con peso molecular menor a los 1000 Da, 5 componentes entre los 

2001 y 3000 Da, 14 componentes entre los 3001 y 4000 Da, 18 componentes entre 

los 4001 y 5000 Da, 15 componentes entre 6001 y 7000 Da y 13 componentes entre 

los pesos moleculares de 7001 y 8000 Da (Figura 9). En ambos venenos hay una 

ausencia de componentes entre los pesos moleculares de 1001 a 2000 Da, sin 

embargo, en el veneno del alacrán de Quechultenango hay también una ausencia 

de componentes entre los pesos moleculares de entre los 5001 a 6000 Da. 
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Figura 8. Variabilidad de pesos moleculares de los componentes que conforman el 

veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región costera de Zihuatanejo  

 

Figura 9. Variabilidad de pesos moleculares de los componentes que conforman el 

veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región montañosa de 

Quechultenango  

12 componentes

3 componentes

12 componentes

10 componentes
4 componentes 

9 componentes 

18 componentes

Número de componentes del veneno del alacrán C. 
nigrescens de Zihuatanejo

0-1000 2001-3000 3001-4000 4001-5000 5001-6000 6001-7000 7001-8000

1 componente

5 componentes

14 componentes

18 componentes

15 componentes

13 componentes

Número de componentes del veneno del alacrán C. 
nigrescens de Quechultenango

0-1000 2001-3000 3001-4000 4001-5000 5001-6000 6001-7000 7001-8000
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Tabla 6. Pesos moleculares de las 72 

fracciones obtenidas de 1 mg del 

veneno del alacrán C. nigrescens de 

Zihuatanejo mediante RP-HPLC  

Tabla 7. Pesos moleculares de las 65 

fracciones obtenidas de 1 mg del 

veneno del alacrán C. nigrescens de 

Quechultenango mediante RP-HPLC 
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8.3.3 Reducción y alquilación de los principales péptidos 

 

Se redujo y alquiló el principal componente del veneno del alacrán Centruroides 

nigrescens de Zihuatanejo, siendo esta la fracción 47 con un T, R de 36.26 y un PM 

de 7134.7 Da (Ver tabla 6). Los componentes reducidos y alquilados se separaron 

por cromatografía de fase reversa, se obtuvieron tres fracciones como se muestra 

en el cromatograma (Figura 10), a las cuales se les determinaron sus pesos 

moleculares para conocer el número de cisteínas en el principal componente del 

veneno. El peso molecular del principal componente ahora es de 7597.6 Da, 

conociendo que cada cisteína aporta un valor de 57 Da al peso original, entonces 

este péptido debe de tener 8 cisteínas. Debido a que la muestra no estaba purificada 

en su totalidad, se repurificó para su secuenciación (Ver material suplementario). 

 

Figura 10. Cromatograma de la purificación del péptido 47 reducido y alquilado  del 

veneno del alacrán C. nigrescens de Zihuatanejo, utilizando un columna C18 

analítica, con un gradiente de 0-60 % B/ 60 min  

 

El péptido 50 con un T,R de 39.47 y un PM de 6960.9 (Ver tabla 8), siendo este el 

componente principal del veneno del alacrán Centruroides nigrescens de la región 

de Quechultenango se redujó y alquiló. Los componentes reducidos y alquilados se 

separaron mediante RP-HPLC (Figura 11), se determinaron los pesos moleculares 

de las fracciones obtenidas y se calculó el número de cisteínas del principal 
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componente de este veneno, el peso molecular de esta fracción es ahora de 

7441.28 Da, entonces este péptido debe de tener 8 cisteínas.  

 

Figura 11. Cromatograma de la purificación del péptido 50 reducido y alquilado del 

veneno del alacrán C. nigrescens de Quechultenango, utilizando un columna C18 

analítica, con un gradiente de 0-60 % B/ 60 min  

 

8.3.4 Determinación de las secuencias de aminoácidos de la región N-terminal 

de péptidos purificados por RP-HPLC 

 

Se purificaron varios péptidos del alacrán Centruroides nigrescens de ambas 

regiones mediante RP-HPLC, se identificó el componente principal del veneno del 

alacrán C. nigrescens Zihuatanejo, siendo la fracción 47 (T, R 36.26) con PM de 

7134.7, el cual se secuenció utilizando el método de degradación de Edman (Tabla 

8). 

Tabla 8. Secuencia de aminoácidos de la región N-terminal del principal 

componente del veneno del alacrán Centruroides nigrescens región de Zihuatanejo 

 

Se determinó la secuencia de aminoácidos de la región N-terminal mediante 

degradación de Edman, el componente principal del veneno del alacrán 

Fracción TR

47 36.26

PM (Da) Secuencia de la región N-terminal

7134.7 KDGYLVKKSDGCKYSCTPLFGDSHCNTECKAKNQGGTYXXCYAFXXC
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Centruroides nigrescens de Quechultenango, siendo la fracción 50 (T, R 39.47) con 

PM de 6960.9, el cual se secuenció mediante degradación de Edman (Tabla 9). 

Tabla 9. Secuencia de aminoácidos la región N-terminal del principal componente 

del veneno del alacrán Centruroides nigrescens región Quechultenango 

 

 

8.3.4 Comparación de las regiones N-terminal de las principales secuencias 

de aminoácidos de los péptidos purificados entre ambos venenos 

 

La secuenciación de la fracción 47 reducida y alquilada (T, R 36.26) de C. 

nigrescens Zihuatanejo, nos muestra 45 aminoácidos en la región N-terminal 

(siendo 4 de ellos no identificados), para la parte comparativa, la secuenciación de 

la fracción 50 reducida y alquilada (T, R 39.47) de C. nigrescens Quechultenango, 

nos muestra 31 aminoácidos (siendo uno no identificado), las fracciones principales 

de ambos venenos cuentan con la región N-terminal semejante, sin embargo, se 

pueden diferenciar en la secuencia ciertos aminoácidos que cambian, en el 

aminoácido en la posición 17, la fracción 47 correspondiente al veneno de C. 

nigrescens Zihuatanejo tiene una Treonina, mientras que la fracción 50 del veneno 

de C. nigrescens Quechultenango, tiene en la misma posición, una valina, en la 

posición 18 se encuentra una Prolina mientras que en la otra secuencia se 

encuentra una Metionina, en la posición 20 se encuentra una Fenilalanina, mientras 

que en la otra secuencia se encuentra una Valina, en la posición 24 se encuentra 

una Histidina, mientras que en la otra secuencia se encuentra una Asparagina, en 

la posición 26 se encuentra una Asparagina, mientras que en la otra secuencia se 

encuentra un Aspartato, y la última diferencia se encuentra en la posición 27, donde 

se encuentra una Treonina, mientras que en la otra secuencia se encuentra una 

Serina. Estas diferencias de los aminoácidos en las dos secuencias hacen distinto 

un veneno de otro, probablemente cada péptido tenga una conformación 

tridimensional diferente y, por ende, su función sea distinta (Tabla 10). 

Fracción TR

50 39.47

PM (Da) Secuencia de la región N-terminal

6960.9 KDGYLVKKSDGCKYSCVMLVGDSNCDSECXA
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Tabla 10. Comparación de las secuencias de aminoácidos de las principales 

fracciones (más abundantes), en el veneno del alacrán Centruroides nigrescens de 

las regiones de Zihuatanejo y Quechultenango 

 

 

9. DISCUSIÓN 
 

El alacrán Centruroides nigrescens, fue descrito desde hace más de un siglo, es 

una especie considerada no tóxica a mamíferos, pues no se ha reportado hasta el 

momento alguna intoxicación humana por parte de esta especie de alacrán, ni 

estudios de la composición química de su veneno. Gracias a las colectas de 

alacranes que se llevaron a cabo en dos nichos ecológicos distintos, nos permitió 

hacer un estudio comparativo entre venenos de los miembros de la misma especie. 

De acuerdo con Ruiming et al., 2010, la composición química del veneno de los 

alacranes es influida por el entorno en el que la especie subsiste, por lo cual, debe 

de haber una relación de los recursos bióticos y abióticos con el alacrán 

Centruroides nigrescens que pueden influir en la composición química de su 

veneno. Por lo que en este trabajo reportamos la purificación, caracterización parcial 

de sus principales componentes y la comparación entre el veneno del alacrán de la 

región costera y el veneno del alacrán de la región montañosa. 

La composición de ambos venenos se analizó mediante RP-HPLC y espectrometría 

de masas. Se identificaron los pesos moleculares de al menos 40 componentes del 

veneno del alacrán proveniente de la costa (ver Tabla 6), los más abundantes fueron 

los de peso molecular de 7000 a 8000 Da (ver Figura 8), y al menos 33 componentes 

del veneno del alacrán proveniente de la montaña (ver Tabla 7), los más abundantes 

fueron los de peso molecular de 4000 a 5000 Da (ver Figura 9). La separación 

mediante RP-HPLC permitió purificar directamente algunos componentes de los 

Fracción T, R PM (Da) Secuencia de la región N-terminal 

47 Zihuatanejo 36.26  7134.7   KDGYLVKKSDGCKYSCTPLFGDSHCNTECKAKNQGGTY 

50 Quechultenango 39.47 6.960.9   KDGYLVKKSDGCKYSCVMLVGDSNCDSECXA 
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venenos. Los principales péptidos se redujeron y alquilaron para su posterior 

determinación de peso molecular y secuencia (ver Tabla 8 y 9), además, para 

conocer el número de cisteínas presentes en los principales componentes, se 

determinó que cada péptido tiene 8 cisteínas. De acuerdo con Valdivia et al., 1994, 

estos deben tratarse de ligandos de cadena larga con 55 a 76 residuos de longitud 

con cuatro puentes disulfuro, y de acuerdo con Ortíz et al., 2015 estas deben ser 

toxinas que afectan los canales de sodio. 

Se determinó la secuencia de la región N-terminal de al menos seis toxinas del 

veneno del alacrán de Zihuatanejo, y al menos dos toxinas del veneno del alacrán 

de Quechultenango. Los péptidos principales por abundancia fueron la fracción 47 

por parte del veneno del alacrán de la costa y la fracción 50 por parte del veneno 

del alacrán de la montaña, sus pesos moleculares fueron muy semejantes (ver 

Tabla 6 y 7).  De acuerdo con Berg et al., 2008, las secuencias de aminoácidos son 

los que determinan la estructura tridimensional de las proteínas las cuales 

determinan su función biológica. Las secuencias de los péptidos de ambos venenos 

se obtuvieron mediante degradación de Edman y se compararon las secuencias de 

los principales componentes para conocer si existen alguna ausencia o presencia 

de aminoácidos en la conformación de la cadena polipeptídica, en este trabajo se 

reporta que existen aminoácidos diferentes en la misma posición de las cadenas 

polipeptídicas (ver Tabla 10), lo que probablemente hace diferente la conformación 

tridimensional entre ambas proteínas modificando su función y especificidad. 

La composición del veneno también fue evaluada mediante electroforesis, 

empleando geles de poliacrilamida, se determinó que el patrón de migración de los 

componentes es diferente entre ambos venenos, también, se demostró que existe 

una ausencia o una menor concentración de componentes entre los venenos (ver 

Figura 6). 

También se evaluó toxicidad del veneno total en diferentes modelos animales, como 

el alacrán Centruroides nigrescens no ha reportado algún caso de intoxicación en 

México, se utilizaron ratones albinos cepa CD1 para corroborar que el veneno del 

alacrán no fuera tóxico a mamíferos y, por ende, a humanos, efectivamente fue así, 
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en los bioensayos se demostró que no existen signos de intoxicación durante las 24 

h de observación (ver Tabla 3). Como se mencionó anteriormente, la hipótesis de 

este proyecto es en resumen, que la composición del veneno del alacrán 

Centruroides nigrescens debe ser diferente de acuerdo al nicho ecológico en el que 

este subsiste, de acuerdo con CONABIO, 2019 las regiones donde se encuentran 

el alacrán en estudio; Zihuatanejo (costa) y Quechultenango (montaña), muestran 

que en su fauna existen (entre muchos otros) crustáceos e insectos, que 

posiblemente el impacto en la abundancia de estos animales en la dieta del alacrán 

Centruroides nigrescens pueden tener alguna relación con la composición química 

de su veneno que hacen diferente uno de otro, no olvidemos algunos otros factores, 

como la humedad y la temperatura que también pueden tener algún tipo de relación.  

En el caso de la inyección del veneno total a insectos (grillos), el veneno del alacrán 

de ambas regiones se caracterizó por causar intoxicación, y los signos observados  

fueron: parálisis de sus extremidades en los primeros segundos, siendo el veneno 

del alacrán de la costa el que tiene el índice de letalidad más alto (ver Tabla 4), lo 

que pudimos observar como resultado es que posiblemente el veneno del alacrán 

empleado en este estudio, está diseñado para paralizar a sus presas y consumirlas 

en los primeros minutos. Por otra parte, también se corroboró la intoxicación a 

crustáceos (cochinillas), se demostró que la inyección del veneno total del alacrán 

Centruroides nigrescens es muy efectivo para matar a las cochinillas, se corroboró 

que con los venenos del alacrán de ambas regiones tienen un efecto fatal a 

crustáceos (ver Tabla 5). Por lo anterior y de acuerdo con Ruiming et al., 2010, se 

revela que los péptidos y proteínas del veneno de la misma especie de alacrán de 

diferentes nichos ecológicos se pueden llegar a diversificar, ocasionando que de 

manera aleatoria los alacranes evolucionen y se adapten al entorno, alterando la 

secuencia de aminoácidos y la abundancia de péptidos y proteínas en su veneno. 
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10. CONCLUSIONES 

 

Conclusión 1. Se corroboró que el veneno total del alacrán Centruroides nigrescens 

de ambas regiones, no es tóxico a mamíferos. Ambos venenos son fatales para los 

insectos (grillos) y para los crustáceos (cochinillas). 

Conclusión 2. Se demostró una migración y separación de los componentes de los 

venenos diferente en los geles de poliacrilamida, además, existe una ausencia o 

una concentración relativa distinta en los componentes del veneno del alacrán C. 

nigrescens de Zihuatanejo a comparación del que proviene de Quechultenango. 

Conclusión 3. Existen diferencias entre la cantidad de fracciones obtenidas entre los 

venenos, teniendo en cuenta que en el veneno del alacrán C. nigrescens de la 

región de Zihuatanejo presenta 72 péptidos, mientras que el alacrán de 

Quechultenango presenta en su veneno 65 péptidos. 

Conclusión 4. De acuerdo con la secuenciación de las regiones N-terminal de los 

principales péptidos de ambos venenos, se demuestra que existen diferencias en 

los aminoácidos que conforman la cadena peptídica, lo que probablemente influye 

en que las proteínas se plieguen de manera diferente. 

 

11. PERSPECTIVAS 
 

Se requieren ampliar los estudios faunísticos de las regiones en las que se 

encuentra el alacrán Centruroides nigrescens, para conocer con exactitud sí las 

especies de animales de las que se puede alimentar este alacrán tienen una 

relación directa que pueda influir en la composición química de su veneno, sin 

embargo, existen muchos otros factores bióticos y abióticos de los cuales también 

deberán de hacerse estudios para conocer si el conjunto de estos factores o factores 

independientes tienen relación entre sí y que estos puedan influir en la composición 

química de los venenos de los alacranes. 
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13. MATERIAL SUPLEMENTARIO 

 

13.1 Repurificación del péptido 47 reducido y alquilado del veneno del alacrán 

Centruroides nigrescens región Zihuatanejo 

 

Para la secuenciación y comparación entre los péptidos principales de ambos 

venenos se repurificó la fracción 47 reducida y alquilada (Fig. 1s) con un T, R de 

35.23 con PM 7134.7, se inyectó 33 µg de proteína al equipo HPLC, la corrida se 

realizó en una columna C18 analítica, la muestra obtenida se colectó manualmente 

y se le determinó su peso molecular para verificar que se trata del componente 

principal.  

 

Figura 1s. Repurificación de la fracción 47 reducida y alquilada del veneno del 

alacrán C. nigrescens de Zihuatanejo mediante RP-HPLC, utilizando una columna 

C18 analítica, con un gradiente de 0-60% B/60 min 
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