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INTRODUCCION

Los escorpiones constituyen un grupo relativamente
pequefio de animales. Hasta el momento se han descrito
aproximadamente 650 especies. Tienen un amplio habi-
tat. Se encuentran en regiones cdlidas y desérticas (an-
drotonus sp), frecuentan lugares humedos como el Es-
corpius spp. o bosques como el Pafamaus spp. Los es-
corpiones Tityus Colombianus habitan climas frios y
pueden resistir heladas de varias semanas (Vachon,
1953).

La sangre o hemolinfa es un liquido claro, ligera-
mente amarillo mediante el cual se realizan los inter-
cambios quimicos entre los érganos, se transportan hor-
monas v alimentos desde el intestino ¥ productos de de-
secho hasta el sistema excretor.

Varios investigadores han utilizado, como se descri-
bira mas tarde, las proteinas presentes en la hemolinfa,
como un medio para descubrir variaciones intra e inter-
poblacionales dificiles de detectar morfolégicamente,
Por otra parte si las proteinas son el reflejo de la consti-
tucién genética de un individuo, al estudiar las variacio-
nes que existen en las proteinas se estard detectando in-
directamente la constitucion genética de ese individuo.
Por esta razon las proteinas y sus variaciones se han uti-
lizado ampliamente en el reconocimiento de especies di-
ferentes que morfolbgicamente parecen 5|mllaras (Man-
well .y Baker 1970), Varias pubhcamonﬂs aﬂrman por
ejemplo que las variaciones de los patrones electroforé-
ticos de las proteinas, a través de. las distintas. especies
pueden presentar una base molecular, para la dﬁ:lermma—
cion de su relacion filogénetica {Eertu:u & Cei 1960).
Ainfisen (1959) demostré que a pesar de que alg_unas
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proteinas de diferentes especies tienen una funcion simi-
lar, pueden presentar diferencias estructurales que afec-
tan su movilidad.

Estas variaciones s¢ pueden detectar con métodos
analiticos apropiados como son los métodos electrofo-
réticos.

Durante algunos afios los estudios de las proteinas
de insectos se hicieron utilizando técnicas simples de
electroforesis en papel v més recientemente en almidén
o agar. Las técnicas de agar y almidén, en las cuales la
separacion aparentemente depende de la interaccién con
el medio ademas de la movilidad electroforética (Smi-
thies 1955), dan bandas agudas y en mayor numero. Por
otra parte, con la caracterizacién quimica de las protei-
nas de la hemolinfa, la electroforesis de microzona ha
contribuido a observar que ciertas bandas se colorean
selectivamente dependiendo del reactivo, indicando gli-
coproteinas y lipoproteinas (Aizawa 1957).

Los trabajos més intensivos en fraccionamiento y
caracterizacién fisica de las proteinas de la hemolinfa de
los insectos se han realidado en Bombyx mori utilizando
tanto métodos de ultracentrifugacion como de electro-
foresis en el aparato de Tiselius. La hemolinfa de la lar-
va presento tres componentes importantes. El de mayor
sedimentacion estaba liresv:nte en ‘el e'_.;_tadﬂ de_ pupa
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El aspecto de desarrullﬂ ¥ dlfermcmcmrn sa ha estu-
dmdn ampliamente en-algunas especies. .

““Las proteinas de' “Hialophora cet.‘m;:i‘a” ¥ dE * Phi-
msamm cvrithia’' " por ‘ejemplo; fueroti-observadas a
través del desarrollo (Laufer 1959) con electroforesis de
zotia en gel de'almidén, para detectar cambios cualitati-
vos y ehantitativos, Los' cambios de’ los constituyertes
fueron;cerrelacionados con las funciones de varios or-
ganos y tejidos, particulamente de las glandulas.endo-
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crinas, las cuales controlan parcialmente el desarrollo y
la sintesis de protefnas.

En anélisis electroforético de la hemolinfa durante la
diferenciacién de las especies de la clase Aracnida del
género Hyalomma: H. excavatum y H. impeltatum
(Sande y Kardher 1960) se obtuvieron patrones electro-
foréticos con once fracciones pero con diferencias muy
marcadas entre las dos especies. Lo mismo se observa en
Argasidae reflexus y A. persicus. Las proteinas de la he-
molinfa del primero se presentan en tres fracciones
mientras que las del segundo se presentan en cinco frac-
ciones.

Las proteinas de la hemolinfa de ‘“Hialophora ce-
cropia’’ se han estudiado como antigenos (Telfer, 1960),
utilizando antisneros producidos por conejos y la técni-
ca de difusién en agar. Se observaron nueve bandas de
las cuales, siete se presentaron a través de todo el desa-
rrollo; también se observé un aumento cuantitativo de
proteinas durante la transformacién en adulto.

Investigaciones en algunos insectos han mostrado
que cada una de las situaciones fisiol6gicas se acoplan
con un cambio en el tipo de proteina de la hemolinfa.
Asi, durante la fase de maduracién de algunos huevos,
aparecen en la hembra proteinas especificas que son ab-
sorbidas por los oocitos. Se concluyé que las proteinas
de la hemolinfa y las de los occitos parecian idénticas
debido a que la velocidad de migracién electroforética
era igual. Inmunolégicamente son también iguales. (En-
gelman y Penny, 1966).

Estudios de las proteinas de la hemolinfa durante el
ciclo de vida de las reinas adultas de las abejas de la
especie ‘“‘Bolbyx erretris®’ separadas con electroforesis
en disco en gel de policrilamida, demostraron la presen-
cia de 23 fracciones proteinicas nombradas alfabética-
mente (Roseler, 1973). Cada fase de la vida adulta de la
abeja est4 caracterizada por patrones especificos de pro-
teinas de la hemolinfa. Las reinas nuevas tienen una
concentracién baja de estas proteinas que se va aumen-
tando en los primeros cinco dias hasta llegar a un maxi-
mo. La alta concentracién estd probablemente relacio-
nada con la sintesis de reservas para la etapa de hiberna-
cion. Durante la primavera los primeros oocitos empie-
zan a desarrollarse presentandose un aumento en la acti-
dad de las glandulas hipofaringeas y de las glandulas
productoras de cera que alcanzan su maximo desarrollo
cuando la reina establece su colmena. Un aumento en la
concentracion de las proteinas de la hemolinfa es para-
lela con la puesta de los huevos. La concentracién dis-
minuye al minimo en reinas viejas con ovarios degenera-
dos (Roseler 1973).

Muchos investigadores concluyen que el contenido
de proteinas de la hemolinfa fluctia mas ampliamente
que los aminodcidos libres y que otros compuestos ni-
trogenados no proteinicos. Los patrones durante el de-
sarrollo de algunos lepidéptores son muy semejantes,
hay un aumento en la concentracién en el estado larval,
gradual primero y luego rapido en el ultimo instar, Se
observaron cambios durante la hilada y en el periodo de
pupa; luego un agudo descenso al desarrollarse la forma
adulta. (Florkin 1936; Heller 1930; Drilhon 1946).

El descenso del volumen de la hemolinfa durante el
desarrollo del adulto sugiere que las proteinas de ésta

sirven como reserva para la sintesis de proteinas del
adulto (Heller 1932). La importancia de la hemolinfa
como sustancia de reserva también se ha podido demos-
trar por cambios duranteel periodo de inanicién. Cuando
C. euphorbiae y B. morio o S. lutoria se someten a ina-
nicién forzada, las proteinas de la hemolinfa descienden
notablemente mientras que las sustancias no proteinicas
permanecen constantes. Esto presumiblemente refleja la
hidrélisis de las proteinas para pasar a amino4cidos y
mantener la presién osmética.

Estudios de la hemolinfa de escorpiones del género
Bothotus (Buthidae) con electroforesis en disco y reali-
zados por Goyffon (1973), muestran que cada una de las
especies posee un electroferograma diferente, aunque
con aspectos muy cercanos en B. franzwerneri y B. ho-
tentota, pero netamente diferentes en cada una de las
subespecies de B. franzwerneri de Marruecos. Las dife-
rencias taxon6micas se distinguien aisladamente por la
técnica electroforética y el comportamiento de la banda
de movilidad, mientras que en otras familias de la espe-
cie estan ausentes.

Elinterés de este trabajo se basa en una poblacién de
adultos de escorpiones Tityus colombianus (Thorell)
pertenecientes a la familia Buthidae, subfamilia Tity-
nae, descrita en el siglo pasado en base a ejemplares de
Bogot4 por lo que se pueden considerar como topotipos
(Mello, 1945). Estos escorpiones fueron recolectados en
la Loma el Patronato situada detras de Usaquén a unos
12 kilémetros al norte de Bogota, con el fin de detectar
el nimero de bandas presentes en electroferogramas de
la hemolinfa. Se averigué ademas las concentraciones
de las proteinas detectadas mediante graficas de integra-
cién fotodensitométricas. Un punto interesante es la ob-
servacion de polimorfismos en la poblacién, el cual se
puede aprovechar para estudiar las frecuencias genéticas
de las poblaciones y observar los movimientos genéticos
entre diferentes poblaciones, proporcionando ademaés
una herramienta para el analisis filogenético de 1a espe-
cie.

MATERIALES Y METODOS

Los escorpiones fueron recolectados a 12 kilémetros
al norte de Bogota en la ‘““‘Loma de Patronato’’ detras
de Usaquén, a una altura de 2.725 metros sobre el nivel
del mar, cuya temperatura varia entre 10°C y 14°C. La
latitud corresponde a 110.464 metros y la longitud a
105.694 metros segliin la nomenclatura de Gauss y de
acuerdo a la planta F-94 del Instituto Geografico de
Agustin Codazzi.

La hemolinfa se extrajo del animal vivo, mediante
una puncién interdigital por la cara dorsal, entre el
quinto y sexto tergo, utilizando una micropipeta de 0.04
a 0.40 mm., de diametro. A cada especimen se le colocd
una tarjeta que identifica el lugar donde se colecté, el
nimero del especimen y la fecha de coleccién. Luego se
conservaron en una solucién de 280 cc. de agua destila-
da, 60 cc. de formol al 40%, 20 cc. de 4cido acético
glacial y 175 cc. de alcohol isopropilico.

Los compuestos de la hemolinfa del escorpién se se-
pararon por el método de electroforesis de microzona
que fue inicialmente utilizado por Kohn en 1957 en
reemplazo de las electroforesis en papel. Las muestras



de hemolinfa de escorpidn se colocaron con el aplicador
de muestras (Beckman No. 324399) en la membrana a
través de las perforaciones que presentan la cubierta de
la celda. Se aplicaron siete muestras de hemolinfa y un
patrén de suero humano normal en el que se pudo iden-
tificar seis fronteras moviles diferentes, que se designa-
ron como: albimina, globulinas, alfa 1, alfa 2 y Beta,
Fibrindgeno y Gamaglobulina (Arsmtrong et. al 1947).

Para obtener los datos que se presentan se utilizé el
sistema de electroforesis de microzona usando el mode-
lo R-110 de Beckman desarrollado por Gebott, 1973,
con una fuente Beckman modelo RD-2 duostat a 250 V
y 5§ MA por 18 minutos a temperatura ambiente. En la
microcelda se utilizé6 buffer B-2 Beckman (Veronal die-
tilbarbiturico de sodio).

Una vez corrida la muestra, se retir6 la membrana
para fijarla y tefiirla por 10 minutos con Ponceau -S
para observar las bandas y lavarla con 4cido acético gla-
cial al 5% en agua destilada. Se deshidratd con alcohol
isopropilico al 5% en etanol. La membrana se leyd en
un fotodensitometro de microzona (Beckman Modelo
R-110) con registro automatico a 520 manémetros.

RESULTADOS

El andlisis de los electroferogramas obtenidos por el
método descrito demuestra que la hemolinfa del escor-
pién Tityus colombianus, esta compuesta por un nime-
ro variable de proteinas anédicas que oscila entre 3y §,
segiin puede observarse en los electroferogramas y en
los trazos densitométricos.

La Figura 1 presenta un electroferograma represen-
tativo de las proteinas hemolinfaticas, habiendo coloca-
do en la extrema derecha un patrén humano.

El andlisis densitométrico del patron humano apare-
ce semejante en todos los electroferogramas, caracteri-
zado por cinco bandas bien definidas que corresponden
a: Albuminas, Globulinas alfa 1, Globulina alfa 2, Beta
globulinas y Gammaglobulinas. Estos patrones corres-
ponden a los obtenidos en trabajos anteriores, lo cual
garantiza el desarrollo normal de la electroforesis.

El analisis densitométrico de los electroferogramas
muestra que pueden aparecer entre 3 y 5 bandas que re-
presentan grupos de proteinas. Por tanto hay bastante
variacion en las proteinas hemolinféiticas de los miem-
bros de la poblacién (Tabla No. 1).

La banda nimero 3, corresponde en el patré6n huma-
no a las globulinas alfa 1; la ntimero 4, a las globulinas
alfa 2; y la nimero 5 a las beta globulinas. En ninguna
de las muestras de hemolinfa estudiadas aparece una
sexta banda comparable a las gamma globulinas.

El analisis cuantitativo de los datos densitométricos
permite calcular los miligramos de proteina presentes en
cada banda, a partir del contenido total de proteinas de
la hemolinfa.

La cuantificaciéon de proteinas totales se realiz6 en la
reaccién de Biuret, en un fotocolorimetro Leitz, utili-
zando luz monocromatica de 550 mandémetros de longi-
tud de onda, a partir de cuatro “‘pools’’ de hemolinfa.
Los resultados se analizaron segiin la Ley Colorimétrica
de Lambert-Beer.

Los valores promedio de miligramos en cada banda
aparecen en la Tabla 2 en la cual se indica también la
desviacién standard para cada una.

NUMERO Y PORCENTAJES DE INDIVIDUOS
CON LAS DIFERENTES BANDAS PRESENTES

Niimero de % de la poblacion

individuos
BANDA 1 45 70:3%
BANDA 2 64 100. %
BANDA 3 64 100. %
BANDA 4 64 100. %
BANDA 5 8 12.59%
TABLA 1

FIGURA 1

Electroferograma representativo de las proteinas hemolinfaticas
correspondientes al escorpién Tityus colombianus. Colectadas en
la Loma El Patronato. Control al extremo derecho.

MILIGRAMOS DE PROTEINA PRESENTES EN CADA
BANDA EN LA HEMOLINFA DE Tityus -colombianus.

MILIGRAMOS DE PROTEINAS

Desviacién Medida

Standard
BANDA 1 0.13 0.14
BANDA 2 0.436 0.55
BANDA 3 0.17 0.32
BANDA 4 0.22 0.55
BANDA 5 0.182 0.305
TABLA 2

DISCUSION

Tanto la hemolinfa de los invertebrados como la
sangre de los animales mas avanzados, son el fluido mas
representativo de cada especie, no sélo por su volumen,
sino también por su composicién quimica, sus propie-
dades osméticas, por ser en ultima instancia el medio en
el cual se desarrollan los tejidos. Este hecho justifica
intentar un conocimiento mas profundo y detallado de
sus propiedades, y es también por esta razén la tenden-
cia quimiotaxondmica moderna que pretende clasificar



las especies de acuerdo a la composicion proteinica de
sus fluidos internos. Varios autores, utilizando técnicas
de electroforesis en papel, en geles de agar, y en almidén
muestran variaciones en el nimero de bandas presentes
en una misma especie, de acuerdo a su estado de desa-
rrollo, a su condicion fisiolégica, a sus caracteristicas
sexuales, e incluso a su medio ambiente, lo cual dificulta
notablemente este tipo de analisis.

Se han reportado diferencias en el nimero de bandas
presentes en machos y hembras de los mosquitos Culex
Dpipiens utilizando la técnica de inmunodifusién (Schu-
man 1973) y en Drosophila melanogaster por inmuno-
electroforesis. (Robert, 1971). En anfibios, se han deter-
minado variaciones interpoblacionales e intrapoblacio-
nales de las proteinas plasmaticas (George et, al 1975)
sin embargo, en la literatura revisada no se encuentra
informacién semejante para el caso de los escorpiones.

Los resultados obtenidos muestran claramente una
variacién en el nimero de bandas y por tanto en el ni-
mero de grupos proteinicos presentes en la hemolinfa de
estos escorpiones. Segin la Tabla 1, la banda 1, esta
presente, s6lo en un 73.3% de los ejemplares estudia-
dos, mientras que las bandas 2, 3 y 4 aparecen en todos.
Labanda 5, aparece tinicamente en el 12.5% de los indi-
viduos.

Por su movilidad electroforética las proteinas que
forman la banda 1, podrian denominarse pre-albiimi-
nas. Existen varias razones que pueden explicar el hecho
de que estas prealbiminas no aparezcan en todos los
ejemplares estudiados. En primera instancia, es posible
que esta fraccidn proteinica exista en todos los escorpio-
nes, pero que en algunos se encuentre en una concentra-
cién baja, que por este sistema no pueda detectarse.
Existe ademads la posibilidad de que, como en otros ca-
sos informados (Fagerhol y Braend, 1965) esta fraccién
forme algtin tipo de complejo con las Albuminas de ma-
nera que ambas migren juntas, predominando las albi-
minas.

Se pensé que las bandas 1y 5 podrian estar en algu-

na forma relacionadas con el sexo, como parece ser en
otros casos (Schumann, 1973). Sin embargo, las bandas
faltan indistintamente en machos y hembras.

Aparentemente tampoco se puede relaconar con el
estado de desarrollo o madurez del animal, porque aun-
que sobre el ciclo de vida de esta especie se conoce muy
poco. De acuerdo a su morfologia externa, todos los
ejemplares estudiados parecen ser adultos.

Finalmente vale la pena mencionar que varios inves-
tigadores (Heller et al 1932) han destacado la importan-
cia de las proteinas hemolinfaticas en la regulacién de la
concentracién de aminoécidos libres, lo que puede oca-
sionar la conversion de las proteinas en aminoacidos,
pudiendo las bandas 1 y 5 en determinados casos ser
convertidas a aminoacidos sin que ellos se detecten con
el método utilizado.

Atribuir estas variaciones a fendmenos ecoldgicos
parece dificil, ya que toda la poblacién estudiada proce-
de de un 4rea relativamente pequefia y homogenea, en la
que aparentemente no hayzonasdetransiciénecolégica.

Es claro sin embargo que, por €l método utilizado,
aparece un polimorfismo en la poblacién pero para ob-
tener una imagen clara del mismo, es necesario estudiar
otras poblaciones y posiblemente utilizar métodos mas
sensibles como electroforesis en gel de almidén o acrila-
mida para lograr una mejor resolucién de las bandas
proteinicas que aparecen en la hemolinfa del escorpidn
Tityus colombianus.

RESUMEN

Se estudiaron 64 individuos de una poblacién del es-
corpién Tytyus colombianus por el método de electro-
foresis de microzona. Con este sistema se detectaron 3,
4y 5 bandas anddicas en la hemolinfa de diferentes in-
dividuos. La banda No. 1 esta presente en el 70.3% de la
poblacién, las bandas 2, 3 y 4 aparecen en todos los
individuos estudiados y la banda No. 5 aparece en un
12.5% de la poblacion. Se discuten posibles explicacio-
nes a estas variaciones.
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