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RESUMEN
Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro veneno de Hadruroides charcasus contra a Pseudomonas 
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Material y métodos. Por estimulación eléctrica se obtuvo el veneno del 
escorpión H. charcasus y posteriormente fue cuantificado por el método de relación de absorbancias, [mg/mL]= 
(1,56 x Abs 280nm) – (0,76 x Abs 260nm). Se realizó electroforesis, en condiciones desnaturantes (PAGE-SDS), 
usando un gel del 10 % y 12 % de entrecruzamiento. A través del sistema Amicon® Ultra – 0.5, se hizo la 
concentración de las fracciones de proteínas y péptidos. Para evaluar la actividad antibacteriana se empleó cepas 
de P. aeruginosa y S. aureus, se hizo el método de microdilución en microplaca de 96 pozos para determinar la 
concentración mínima inhibitoria (CMI). Resultados. La fracción soluble del veneno total presentó una 
concentración de 2,26 mg/mL y por PAGE-SDS, se observaron bandas con un rango peso molecular entre 7,0 – 9,1 
kDa. Se obtuvo una CMI de 0,07 mg/mL y de 0,565 mg/mL para P. aeruginosa y S. aureus una CMI de 0,035 mg/mL 
Conclusión. el veneno del escorpión H. charcasus mostró actividad antibacteriana, con una concentración mínima 
inhibitoria diferente para cepas tanto S. aureus como para P. aeruginosa.

Palabras clave: Hadruroides charcasus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, antibacteriano, veneno de 
escorpión  (Fuente: DeCS-BIREME).

ABSTRACT
Objetive: To evaluate the in vitro antibacterial activity 
of Hadruroides charcasus venom against Pseudomonas 
aeruginosa and Staphylococcus aureus. Material and 
methods. The venom of the scorpion H. charcasus was 
obtained by electrical stimulation and subsequently it 
was quantified by the absorbance ratio method, [mg / 
mL] = (1.56 x Abs 280nm) - (0.76 x Abs 260nm). 
Electrophoresis was performed under denaturing 
conditions (PAGE-SDS), using a 10% gel and 12% 
crosslinking. Through the Amicon® Ultra-0.5 system, 
the concentration of protein and peptide fractions was 

made. To evaluate the antibacterial activity, strains of 
P. aeruginosa and S. aureus were used; the microdilution 
method was carried out in a 96-well microplate to 
determine the minimum inhibitory concentration 
(MIC). Results The soluble fraction of the total venom 
showed a concentration of 2,26 mg/mL and by PAGE-
SDS, bands with a molecular weight range between 7.0-
9.1 kDa were observed. An MIC of 0,07 mg / mL and 
0,565 mg / mL for P. aeruginosa and S. aureus was 
obtained with a MIC of 0,035 mg/mL. Conclusion. The 
scorpion venom H. charcasus showed antibacterial 
activity, with a different minimum inhibitory 
concentration for both S. aureus and P. aeruginosa 
strains.

Keywords: Hadruroides charcasus, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, antibacterial, 
scorpion venom.  (Source: DeCS-BIREME).
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INTRODUCCIÓN

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, son 
bacterias que tienen una gran variedad de factores 
patogénicos, y causan las infecciones de los tractos 
respiratorio, urogenital y de la piel. Pueden ocasionar 
endocarditis y bacteriemia, lo que muestra que se 
pueden encontrar en los ambientes hospitalarios 
contaminando equipos, fómites, utensilios, ropa, pisos; 
etc. Estas bacterias l legan a los pacientes 
reinfectándolos o causándoles nuevas infecciones que 
tienen un curso fulminante y una letalidad 
extremadamente alta a pesar de un tratamiento con 

(1,2)antibióticos .

La resistencia de dichas bacterias a los antibióticos de 
uso frecuente, se explica en la hiperproducción de β-
lactamasas, modificación de las proteínas de unión a la 
penicilina (PBPs) y en la resistencia intrínseca a la 

(3)meticilina , en el caso de S. aureus. Para P. aeruginosa, 
se explica en mutaciones y en la adquisición de nuevos 
genes plasmidiales que portan una resistencia 

(4)adquirida . Por ello, para el tratamiento de las 
diferentes infecciones que provocan, se aplican nuevos 
y más potentes antibióticos. 

En Perú, a través del Instituto Nacional de Salud y con 
los aportes de los diferentes laboratorios de los 
principales hospitales se ha reportado la resistencia 
antibiótica en bacterias tales como S. aureus, P. 
aeruginosa, Klebsiella pnuemoniae y Escherichia coli en 
comparación con otras cepas también aisladas, pero 

(5)con poca frecuencia en resistencia antibiótica . En 
Lambayeque existen reportes sobre resistencia 

(6,7)antibiótica de S.s aureus y P. aeruginosa .

Algunos estudios han mostrado que el veneno de 
escorpión posee actividad antibacteriana in vitro frente 
a diferentes cepas de importancia en salud, se ha 
reportado que el veneno del escorpión chino Mesobuthus 
martensii (Karsch, 1879), posee el péptido denominado 
BmKn2, que tiene una mayor actividad microbiana 

(8)frente a bacterias Gram positivas , también fracciones 
del veneno del escorpión Centruroides tecomanus 
(Hoffmann, 1932) poseen actividad antibacteriana 

(9)contra S. aureus y P. aeruginosa ,  además los péptidos 
denominados AamAP1 y AamP2 del escorpión 
norafricano Androctonus amoreuxi (Audouin, 1826), 

(10)presentaron una mayor actividad contra S. aureus . El 
veneno del escorpión Vaejovis mexicanus (Koch, 1836), 
fue más eficaz con bacterias Gram negativas, entre 
e l l a s  P.  a e r u g i n o s a ,  i n c l u s o  c o n  c e p a s 

(11)multidrogorresistentes .

En el Perú se han realizado trabajos de investigación 
(12)sobre toxinas de veneno de escorpión , aislando 

péptidos con actividad antimicrobiana del veneno de 
los escorpiones Hadruroides mauryi (Francke y 
Soleglad, 1980) y Centruroides margaritatus (Gervais, 
1841) frente E. coli, P. aeuginosa, Bacillus cereus y S. 

( 13 )aureus . Además, en la región Lambayeque, 

particularmente en el distrito de Chongoyape existe la 
presencia de una de las especies de escorpión, 
identificado como H. charcasus, en el cual se ha 
reportado mediante un estudio de PAGE-SDS la 

(14)presencia de proteínas y péptidos . Su estudio es de 
gran importancia para buscar alternativas terapéuticas 
contra microorganismos resistentes a los antibióticos.  
El propósito de este estudio fue evaluar la actividad 
antibacteriana in vitro del veneno de escorpión H. 
charcasus contra S. aureus y P. aeruginosa.

MATERIAL Y MÉTODOS

Tipo y diseño de estudio: estudio experimental 

Población:
Cuarenta escorpiones de la especie H. charcasus, de 
ambos sexos fueron colectados en cerros aledaños del 
distrito de Chongoyape ubicado en la latitud 6º 37' 40.0'' 
y longitud 79º 25' 21.4'' y las especies fueron mantenidos 
en el laboratorio en frascos de plástico y alimentados 
con Acheta domesticus (grillos). Para su identificación se 
empleó la clave para géneros de escorpiones 

(15)peruanos  y, las orientaciones para la identificación de 
la especie y el sexo fueron realizadas por el Dr. José 
Ochoa Cámara, taxónomo y docente de la Universidad 
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Obtención del veneno 
El veneno se obtuvo por estimulación eléctrica de cada 
uno de los escorpiones, sobre la parte dorsal y en la 

(16)glándula productora de veneno , utilizando un 
impulso de 23 voltios. La muestra de veneno fue 
colectada en cinco tubos eppendorf de 0,2 mL (Figura  
Nº1) y posteriormente diluida con agua desionizada, se 
centrifugó a 6000 rpm durante 5 minutos y el pellet fue 
resolubilizado con agua desionizada. El procedimiento 
fue repetido cinco (5) veces con el objetivo de obtener 
una mayor cantidad de material soluble. Las fracciones  
solubles fueron almacenadas en un pool a -20 °C.

Cuantificación, identificación y estimación de pesos 
moleculares de los componentes proteicos del veneno
La cuantificación de la proteína se realizó por el 
m é t o d o  d e  a b s o r c i ó n  ( S m a r t S p e c  P l u s 
Spectrophotometer – BioRad) empleando la relación: 

(17)[mg/mL]= (1,56 x Abs 280nm) – (0,76 x Abs 260nm) . 
Cada una de las muestras cuantificadas por este 
método eran incoloras y traslucidas por lo tanto no se 
presentaron interferentes en la región de 220-280nm.

Para la identificación y estimación de los pesos 
moleculares de las bandas de los componentes 

(18,19)proteicos del veneno  se emplearon 50 µg de 
proteínas totales, se realizó una PAGE-SDS-tricina en 
condiciones desnaturantes, usando geles de 10 % y 12 % 
de entrecruzamiento y con un marcador de peso 
molecular (Bio-Rad) constituido con un mezcla de 10 
proteínas recombinantes de pesos moleculares precisos 
(10–250 kDa), la corrida electroforética se realizó  a 
voltaje constante, (100  voltios) durante 90 minutos. Se 
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empleó el método de ultrafiltración a través del 
sistema Amicon® Ultra – 0,5, para concentrar las 
fracciones del veneno. La tinción de los geles se realizó 
con plata y los geles se analizaron usando el programa 
Quantity One 4.6.7

Actividad antibacteriana del veneno Hadruroides 
charcasus contra cepas de Staphylococcus aureus y 
Pseudomonas aeruginosa 

Para la preparación del agente antibacteriano, se 
empleó el pool de las fracciones solubles del veneno y la 
concentración de proteínas fue de 2,26 mg/mL se 
realizaron diluciones doble seriadas, obteniendo 
concentraciones de 1,13 mg/mL 0,565 mg/mL 0,283 
mg/mL 0,141 mg/mL 0,07 mg/mL 0,035 mg/mL 0,017 
mg/mL 0,008 mg/mL y  0,004 mg/mL.

En los ensayos se emplearon dos cepas de S. aureus y dos 
cepas de P. aeruginosa, que fueron obtenidas de un 
Laboratorio de Investigación de un Hospital de la región 
Lambayeque, Chiclayo, Perú.

Se preparó una suspensión bacteriana, se tomaron 3 
Unidades Formadores de Colonia (UFC) de 24 h CLSI. Se 
suspendieron en 5 mL de caldo Mueller-Hinton y con 
ayuda del espectrofotómetro (Spectrophotometer 
UNICOTM UV/VIS) a una longitud de onda de 625 nm, se 
ajustó a una densidad óptica de 0,08 – 0,1 equivalente a 
la turbidez del tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland 
equivalente a una concentración aproximadamente de 
1-2 x 108 UFC/mL. Posteriormente se realizó una 
dilución 1:20 para alcanzar una concentración de 5 x 

(20)106 UFC/mL .

Para la determinación de la concentración mínima 
(20)inhibitoria , se realizaron ensayos por triplicado 

sembrando 50 µL del inóculo conteniendo 5x105 
UFC/mL en cada pocillo, luego se repartieron 50 µL de 
cada dilución del veneno en cada pocillo de la 
microplaca, después se incubaron las microplacas a 37 
ºC durante 24 horas. Los controles positivos se hicieron 
con el caldo más inóculo, y los controles negativos con 
sólo caldo. El crecimiento del control positivo se 
determinó por un botón de crecimiento de ≥ 2 mm o una 
turbidez definida.

Análisis estadístico: Para determinar la relación de la 
actividad antibacteriana in vitro del veneno del 
escorpión H. charcasus en el crecimiento de P. aeruginosa 
y S. aueres, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) 
con un nivel de significación de P < 0,05.

Aspectos éticos: fue revisado y aprobado por la 
facultad de medicina de la Universidad Santo Toribio de 
Mogrovejo.

RESULTADOS

En la figura Nº2 de la electroforesis PAGE-SDS-tricina al 
10%, se muestra un perfil electroforético en cinco 
carriles (C1, C2, C3, C4 y C5) con la presencia entre 15 a 
18 bandas proteícas, siendo de interés las bandas de 
8,0; 9,0 y 10 KDa y la figura 3 se muestran el número de 
bandas agrupados de acuerdos a sus pesos moleculares  

Figura Nº1. Veneno de escorpión Hadruroides 
charcasus

Figura Nº2. Perfil electroforético de proteínas del 
veneno de H. charcasus  en PAGE-SDS-tricina al 10 % 
en condiciones desnaturantes. En los carriles del 
C1 - C5, son las fracciones solubles del veneno 
crudo de los cinco tubos eppendorf de 0,2 mL; en 
carril MP el marcador de peso molecular Bio-Rad 
(10 – 250 KDa).
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siendo de alto, intermedio y bajo. 

En la figura Nº4  de la electroforesis PAGE-SDS-tricina al 
12% se muestra un perfil electroforético en el carril del 
difusato del centricon Amicon® Ultra – 0,5 de 10K, se 
encontró la presencia de tres bandas de bajo peso 
molecular de 7,0; 8,3 y 9,1 KDa. 

Actividad antibacteriana
En la tabla 1 para la evaluación de la actividad 
antibacteriana el veneno del escorpión H. charcasus 
presenta una CMI de 0,07 mg/mL y de 0,565 mg/mL 
contra las dos cepas de P. aeruginosa. Fue diferente para 
las dos cepas de S. aureus mostrando una CMI a una 
concentración de 0,035 mg/mL para una sola cepa. 

Figura Nº3. Diferente clases de bandas proteícas del 
veneno del escorpión H. charcasus  en relación a sus 
pesos moleculares.

Figura Nº4. Perfil electroforético de proteínas del 
veneno de H. charcasus  del difusato de 10K en PAGE-
SDS-tricina al 12 %, en condiciones desnaturantes. En 
el carril MP patrón de peso molecular Bio-Rad (10 – 
250 KDa).

Tabla Nº 1. Concentración mínima inhibitoria (CMI) 
para las cepas de Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus.

NP: no presentó CMI

DISCUSIÓN

La resistencia antibacteriana de P. aeruginosa viene 
evolucionando de manera intrínseca y adquirida frente 
a diferentes antibióticos, que hace imposible su 
erradicación y es responsable del 10% de todas las 
infecciones adquiridas en el hospital en todo el 

(21-23)mundo , por otro lado S. aureus también puede 
adquirir resistencia a antibióticos, lo que puede 
convertirse en un problema de salud pública, siendo 

(24,25)responsables las meticilino resistente (SARM) . Por 
tal motivo varios estudios informaron opciones de 
tratamiento complementarias y alternativas para 
combatir las infecciones ocasionadas por estas 
bacterias, como los péptidos antimicrobianos presentes 

(11,12)en el veneno de los escorpiones .

En el presente estudio, en el veneno de H. charcasus, se 
determinó la presencia de péptidos de 7,0; 8,3; 9,1 
KDa, lo cual es característico de otros venenos de 
escorpiones con péptidos que contienen cisteínas y 
suelen tener 3 o 4 puentes disulfuro y se han 
caracterizado por interactuar con los canales iónicos 
Na+, K+, Ca2+ y Cl-, tal como de Heterometrus laocticus 
con el péptido Heteroscorpina de 8,3 KDa como 
también las bactridinas de Tityus discrepans Bact-1 de 
6,9 KDa y Bact-2 de 7,4 KDa y las opiscorpinas de 
Opistophthalmus carinatus, Opiscorpina-1 de 8,4 KDa, 
Opiscorpina-2 de 8,3 KDa, Opiscorpina-3 de 8,3 KDa, 
Opiscorpina-4 de 8,4 KDa, de los péptidos mencionados 
son considerados como péptidos antimicrobianos 

(26,27,28)denominados también como defensinas .

Por otra parte, se evaluó el efecto antibacteriano in 
vitro del veneno del escorpión H. charcasus frente a 
cepas de S. aureus y P. aeruginosa, dicho efecto resultó 
ser tanto inhibitorio del crecimiento. Es probable que el 
efecto sea por la presencia de los péptidos presentes en 
el veneno,  los cuales debido a su naturaleza catiónica 
pueden interactuar  por  interacc iones  t ipo 
electrostática con la membrana plasmática de 
bacterias, hongos u otras células y formar poros que 

(29)dañan la permeabilidad celular , como también 
tienen la característica de ser anfipáticos de carga 
positiva y se clasifican en tres categorías de acuerdo a 

Cepas CMI [mg/mL]

Pseudomonas aeruginosa CEPA1 0,07

Pseudomonas aeruginosa CEPA2  0,565

Staphylococcus aureus  CEPA1 0,035

Staphylococcus aureus  CEPA2 NP
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sus propiedades estructurales: péptidos conteniendo 
cisteína con puentes disulfuro, péptidos con una α-
hélice anfipática y otros sin residuos de cisteína y ricos 

(30)en otros aminoácidos como prolina y glicina .

Se encontró que en el veneno de H. charcasus hay  
bandas de  bajo peso molecular, lo que sugiere la 
existencia de péptidos probablemente con efecto 
antimicrobiano variable sobre las cepas probadas. En 
otros estudios, se determinó que péptidos presentes en 
el veneno de Opisthacanthus madagascarienis de 1,5 KDa 
inhiben el crecimiento tanto de bacterias Gram 

(31)positivas como las de Gram negativas . Otro ejemplo 
se evidencia con péptidos de 4,8 kDa presentes en el 
veneno de Vaejovis mexicanus, los cuales inhiben de 

(11)cepas de P. aeruginosa , La variabilidad de los pesos 
moleculares de los péptidos con actividad antibacterial 
presentes en los venenos, se pone de manifiesto en el 
veneno del escorpión de Centruroides margaritatus donde 
péptidos de 7,3 kDa  tiene efectos más bacteriostáticos 

(32)que bactericidas  y finalmente los estudios del veneno 
de Hadrurus aztecus demostraron que péptidos de 
4 , 4kDa  en  a l t a s  concen t r ac i one s  i nh i ben 

(33)completamente el crecimiento de P. aeruginosa .

Los resultados nos muestran que las cepas de P. 
aeruginosa fueron más sensibles al veneno del escorpión 
H. charcasus que las cepas de S. aureus esto es observado 

(34,35)en otros estudios  pero a la actualidad se desconoce 
la predilección de estos componentes tanto envolturas 
de bacterias gram negativas y gram positivas, lo que se 
conoce que los componentes del veneno pueden dañar 
o destruir la membrana mediante la formación de 

(30)canales (poros) . 

En otros estudios se han encontrado que los péptidos 
antimicrobianos del veneno de escorpión poseen carga 
positiva, como en la especie Heterometrus spinifer 

(36)llamado HsAp, HsAp2, HsAp3 y HsAp4 . Algunos 
péptidos tienen puentes disulfuro, otros forman una α-
hélice anfipática y no tienen residuos de cisteína y 
también hay péptidos ricos en aminoácidos tales como 

(29)prolina y glicina . De acuerdo con la estructura de los 
péptidos que componen los venenos se presentan una 
mayor actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram 

(33)positivas que sobre Gram negativas , otros sobre Gram 
(37)negativas  y algunos sobre Gram positivas y Gram 
(28,37,38)negativas , incluso se ha demostrado que las 

fracciones de un mismo veneno difieren en su efecto 
(13,31)sobre distintas especies bacterianas . Por tanto, una 

caracterización del veneno sería de gran utilidad para 
(39-41)explicar con mayor precisión su efecto .
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