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Resumen

Se determind la actividad antimicrobiana del veneno de vibora de cascabel Crotalus
aquilus mantenidas en cautiverio en dos UMAs en la ciudad de Querétaro. Se evalud el
veneno total, asi como las fracciones obtenidas mediante FPLC en columna Sephadex G-
50 y se determind la concentracion proteica mediante método de Bradford.
Posteriormente se sembraron alicuotas de las fracciones y el veneno a concentraciones
de 2ug/mly 30 ug/ml con colonias de Pseudomonas aeruginosa. Se obtuvieron tres picos
después del fraccionamiento cromatografico (F1, F2 y F3), teniendo concentraciones de
veneno completo, 3.21 pg/ul; F1, 2.0642 ug/ul; F2, 3.0566 ug/ul; F3, 0.81 ug/ul. En conteo
de UFC, a concentracion de 2ug/ml se obtuvieron resultados similares en todas las
fracciones (Promedio de UFC: F1, 102; F2, 100.67; F3, 90.33) y el veneno completo
(105.33 UFC), siendo estadisticamente distintas al grupo control (243 UFC); mientras que
a concentracion de 30 pg/ml se ve una mayor actividad bactericida en el veneno completo
(47.33 UFC) seguido de la fraccién 3 (69 UFC) (P< 0.05). Las F1 y F2 no variaron en su
resultado al aumentar la concentracién. Todas las fracciones del veneno tienen actividad
bactericida a las dos concentraciones evaluadas, el veneno completo a mayor
concentracion muestra una mayor capacidad bactericida que las fracciones por si solas.
La fraccion 3, conteniendo proteinas y péptidos de menor tamano, mostré6 mayor actividad
bactericida que las otras dos fracciones.

Palabras clave: antimicrobiana, veneno, Crotalus, Pseudomonas

Summary

The antimicrobial activity of the venom of the rattlesnake Crotalus aquilus kept in captivity
in two UMAs in Queretaro city was determined. The whole venom and the fractions
obtained by FPLC column Sephadex G-50 were used. Protein concentration was
determined by the Bradford method. Subsequently, aliquots of the fractions and whole
venom at concentrations of 2 pg/ml and 30 pg/ml with Pseudomonas aeruginosa colonies
were evaluated. Three peaks were obtained after the chromatographic fractioning (F1, F2
and F3) and the concentrations obtained were: whole venom, 3.21 ug/ul; F1, 2.0642 pg/pl;
F2, 3.0566 pg/pl-and F3, 0.81 pg/ul. The counts of UFC were similar in all fractions
(average UFC:-F1.102, F2, 100.67; F3, 90.33) and the whole venom (105.33 UFC) when
concentration of 2 pyg/ml was used but were statistically different to control group (243
UFC); while at concentration of 30 ug/ml, a higher bactericidal activity is seen in the whole
venom (47.33 UFC) followed by fraction 3 (69 UFC) (P <0.05). The F1 and F2 did not vary
in UFC counts with an increasing concentration. All fractions of the venom had bactericidal
activity at both concentrations evaluated; the whole venom at a concentration of 30 ug/ml
showed higher bactericidal activity than the individual fractions. Fraction 3 containing
smaller proteins and peptides, showed better bactericidal activity than the other two
fractions.

Key words: antimicrobial, venom, Crotalus, Pseudomonas
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Introduccion
En la practica clinica veterinaria de Fauna Silvestre, como es el caso de

los reptiles, se cuenta con poca informacion sobre tratamientos que resuelvan los
problemas infecciosos que padecen los pacientes, resultando, en muchas
ocasiones, en muerte del ejemplar que resulta infectado. Esto, aunado al uso
desmedido de antibibticos y la consecuente resistencia adquirida por las bacterias,
lo cual complica, en gran medida, la efectividad de los métodos farmacoldgicos en
contra de agentes infecciosos.

Existen diversas causas relacionadas con los ‘microorganismos
involucrados en este problema. Una gran cantidad de los estudios encauzados a
antibioterapia, serologia o prevalencia estan realizados en Pseudomonas
aeruginosa, la cual es responsable de muchos casos de patologias en reptiles
(Schildger et al., 1989), se encuentra presente en casos de estomatitis infecciosa y
neumonia (Page, 1961; Buchanan, 1974), también es un agente frecuentemente
identificado en septicemias (Martinez Silvestre, 1994), estd asociada a dermatitis
bacterianas (Hoppmann et al., 2007; Jacobson, 2007) y a afecciones oculares
(Milichamp, 1991).

Los trabajos con venenos de serpientes se han enfocado en el potencial
uso terapéutico de estos'y, se ha caracterizado un efecto antimicrobiano en
algunos de ellos, ya sea evaluando el veneno completo o algunos de sus
componentes aislados (Stabeli et al., 2006; Rodrigues et al., 2004; Paramo et al.,
1998). Ciertas moléculas contenidas en veneno han demostrado tener actividad
bactericida, entre ellas la fosfolipasa A2, la L-aminodcido oxidasa, lectinas vy
péptidos antimicrobianos (Rodrigues et al., 2004; Paramo et al., 1998; Stiles et al.,
1991; Perumal et al., 2007; Dos Santos Nunes et al. 2011; Wang et al., 2008; Nair
et al., 2007; Banigan et al., 2010).

La cascabel queretana, o cascabel oscura de Querétaro, es una serpiente
endémica del centro de México. Ampliamente distribuida en el estado de



Querétaro, se tiene registro de su presencia en al menos siete municipios. (Dixon
et Lemos, 2010).

En el presente trabajo se evalud el potencial antibacteriano, contra una
cepa de P. aeruginosa, del veneno completo de C. aquilus, asi como de las
fracciones obtenidas mediante la técnica de FPLC. A baja concentracién, tanto el
veneno completo como las fracciones demostraron un efecto similar, sin embargo,
al aumentar la concentracién evaluada, el veneno completo y la fraccion de bajo
peso molecular demostraron ser mas efectivas al actuar contra el crecimiento de la

bacteria.






Revision Bibliografica
Descripcion de la especie

Taxonomia
Reino Animalia,

Filo: Chortada,
Subfilo: Vertebrata,
Clase: Reptilia,
Orden: Squamata,
Suborden: Serpentes,
Familia: Viperidae,
Subfamilia: Crotalinae,
Género: Crotalus,
Especie: C. aquilus.
(Klauber, 1952).
Nombre comun: Cascabel Oscura de Querétaro.

Descripcién
Son organismos que regularmente no superan el medio metro de longitud de la cabeza a

la cola, con una serie de parches dorsales que forman un patrén cuadrangular. El color es café
grisdceo y tiene de 21 a 41 parches dorsales de tonalidad pardo-obscura a lo largo del cuerpo,
entre 3 y'8 bandas caudales y, por lo regular, una serie de manchas laterales se separa de las
dorsales (Campbell y Lamar, 2004). Presenta, en par, manchas color café oscuro en la zona nucal,
lateralmente en las regiones preocular y supraocular se observan franjas de color café oscuro con
bordes en blanco que se extienden hasta la zona de las escamas supralabiales. La region ventral es
de color crema y la zona caudal se complementa con anillos café oscuro (Ramirez-Bautista et al.,
2000). En la cola se encuentran entre dos y diez bandas caudales (Campbell y

Lamar, 2004). La mayoria de los individuos tienen 12 escamas supralabiales y 2 o
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3, internasales, presentando entre 4 y 7 escamas en la zona internasal y
prefrontal, ademas, hay una curvatura de la escama prenasal ventralmente a la

postnasal. En la base del crotalo, se aprecian 10 escamas (Valencia, 2006).

La escama subocular anterior tiene contacto con las escamas
supralabiales. Hay, de manera general, dos escamas preoculares, de las cuales la
superior se observa con una divisién vertical. Las escamas loreales se presentan
una cada lado en la cabeza. Se aprecian entre 11-13 escamas supralabiales,
mientras que, hay generalmente 11 infralabiales. Hay un numero variable de
escamas ventrales, que se encuentra entre 142 a 164, asimismo, el total de
escamas subcaudales varia de 17 a 30 (Valencia, 2006).

Crotalus aquilus promedia valores de 16 mm de ancho por 23 mm de
largo en la cabeza. La longitud total del cuerpo puede variar en un rango de 192-
716 mm, con un promedio de 389 mm. La longitud caudal se registra entre los 15-
50 mm, siendo 32 mm la medida promedio (Valencia, 2006).

Habitat y Distribucidn
Crotalus aquilus es endémica del pais y segun la NOM-059-SEMARNAT-

2010 se encuentra sujeta a proteccion especial. Se distribuye desde el Lago de
Chapala, Jalisco, extendiéndose hacia el sur a través de Michoacan, Guanajuato,
Querétaro, sur de San Luis Potosi, y de ahi hacia el sureste a través de Hidalgo y
el noroeste de Veracruz; siendo una serpiente endémica del centro de México. En
el estado Querétaro esta ampliamente distribuida y ocupa principalmente los
municipios de Landa de Matamoros, Pinal de Amoles, Penamiller, Toliman,
Cadereyta de Montes, Col6n y Santiago de Querétaro (Dixon y Lemos, 2010). De
manera general, se localiza en habitats rocosos y areas kérsticas abiertas,
también en bosques de pino-encino, bosques mesdfilos y mezquitales (Campbell y
Lamar, 2004; Valencia, 2006). Su intervalo altitudinal esta entre 1600 hasta 3100

msnm.

Enfermedades en serpientes causadas por bacterias
Se han reportado afecciones bacterianas en casos de infecciones

oculares en reptiles, manifestdndose clinicamente mediante lesiones
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piogranulomatosas y abscesos palpebrales. Ademas, se observan con
afectaciones la conjuntiva y las zonas subconjuntival, retrobulbar, periorbital e
intraocular, incluyendo el espacio interespecular (Milichamp et al., 1983; Bayén et
al., 1999).

Los signos de la conjuntivitis son una secrecion serosa o mucopurulenta
en conjunto con una hiperemia de la zona de la conjuntiva, también se asocia a
blefaritis, regularmente acompana a procesos sistémicos bacterianos causados
por especies de Pseudomonas, entre ellas P. aeruginosa. Algunas infecciones,
como la observada en el espacio cornoespecular, son secundarias a estomatitis
necrética, lesiones perforantes del espéculo o debido a una diseminacion via
hematégena en individuos con bacteremia, en estos casos se han aislado

principalmente Pseudomonasy Proteus (Milichamp, 1991; Bayon et al., 1999).

La uveitis tiene una etiologia que incluye agentes bacterianos, como
Pseudomonas aeruginosa (Bennet, 1996). Los ejemplares con esta afectacion
manifiestan una gran variedad de signos  clinicos, entre los principales se
encuentran: blefarospasmo, fotofobia, miosis, enrojecimiento vascular de manera
periférica al iris afectado, apariencia nublada de la cornea e iris, hipopidn e hipema
(Frye, 1991; Bayon et al., 1999).

Una enfermedad infecciosa de suma importancia es la estomatitis, la cual
se localiza al inicio en la cavidad bucal, luego puede extenderse hacia otras
estructuras, lo que resulta finalmente en septicemia, neumonia o gastroenteritis
por ingestion. Los principales agentes etiol6gicos son bacterias, integrantes de la
familia Pseudomonaceae; Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Aeromonas hydrophila'y Aeromonas liquefasciens, las cuales presentan flagelos,
no tienen capsula ni esporos (Buchanan, 1974). Pseudomonas aeruginosa se ha
aislado en la mayoria de los casos (Page, 1961). En los primeros estadios se
aprecia en la mucosa oral una marcada congestion, hemorragias petequiales y
una profusa salivacion en los individuos. Posteriormente, las hemorragias

petequiales se hacen equiméticas, el exudado se hace caseoso y es muy adherido



a la mucosa. En los crotalidos, el exudado se encuentra acumulado tanto en la

vaina de los dientes inoculadores de veneno como en la cripta lingual.

En serpientes que padecen infecciones de la cavidad oral y neumonia, las
bacterias aisladas de manera mas frecuente en la necropsia son Aeromonas spp,
principalmente A. hydrophila 'y A. liquefasciens; Pseudomonas spp,
especificamente P. aeruginosa y P. fluorescens; Salmonella spp, Klebsiella spp,
Proteus spp (Evans, 1983; Hilf et al., 1990; Glazebrook, 1993), Citrobacter spp,
Enterococcus spp, Salmonella spp y Corynebacterium spp (Hilf, et-al, 1990;
Jacobson, 2007).

Bacterias aerobias del tipo Gramnegativa, son las aisladas
frecuentemente de cultivos de sangre de reptiles con septicemia, principalmente
se trata de Salmonella spp, Pseudomonas spp, Citrobacter spp, Aeromonas spp, y
Micrococcus spp (McCoy y Seidler, 1973; Hoppmann y Wilson-Barron, 2007;
Murray, et al.,, 2009; Martinez y Botero, 2011). Existen agentes bacterianos
relacionados a enfermedades septicémicas y ocasionalmente locales, entre ellos,
se pueden nombrar principalmente a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y P. fluorescens (Martinez Silvestre, 1994). Se han encontrado
Pseudomonas spp y Aeromonas spp asociadas a enteritis acompanada con

procesos septicémicos en reptiles.

La mayor parte de las dermatitis bacterianas diagnosticadas en reptiles se
asocian a factores de manejo inadecuado como son humedad relativa alta, bajas
temperaturas ambientales, nutricion deficiente, quemaduras y lesiones en la piel
(Harvey-Clark, 1995; Hoppmann et al., 2007; Martinez y Botero, 2011). Entre las
bacterias mas comunes usualmente se encuentran Pseudomonas spp, Proteus
spp,  Aeromonas spp, Serratia spp, Providencia spp, Salmonella spp,
Staphylococcus spp y E. coli (Hoppmann et al., 2007; Jacobson, 2007; Martinez y
Botero, 2011).

La celomitis (inflamacién de la serosa celémica) es causada por bacterias
de los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Proteus, Escherichia o Salmonella



(Frye, 1991). Cursa con acumulo de material purulento en la cavidad celémica con
variacion en el color y densidad del liquido celémico (Martinez-Silvestre,2001).

En casos de hepatitis los principales agentes causales aislados son
Pseudomonas, Escherichia, Aeromonas o Corinebacterium spp (Berschauer,
1998), Esta enfermedad se presenta de manera multifocal, con un patrén difuso o
mediante un absceso interno (Martinez-Silvestre,2001).

Pseudomonas aeruginosa
Es una bacteria Gramnegativa, distribuida de forma considerable en la

naturaleza, pertenece a la rama gama de las proteobacterias, de la misma forma
que las enterobacterias (Costerton, 1980; Pace, 1997; Woese, 1997). En un
principio se aislé en un cultivo de heridas cutaneas- 1882 (Wilson et Dowling,
1998), es un bacilo es oxidasa positiva y es capaz de crecer a temperaturas de
hasta 42 °C (Lujan, 2014).

Es un patégeno oportunista, causante de diversas infecciones (Berthelot
et al.,, 2005). Se cataloga como resistente a diferentes antibidticos (Strateva,
2009), debido mecanismos como. la disminucion de la permeabilidad de su
membrana externa, expresion de bombas de expulsién y produccién de enzimas
inactivadoras de antibiéticos (Mesaros et al., 2007), puede mutar y desarrollar
resistencia por otros mecanismos (Livermore, 2002; Lujan, 2014).

Descripcion y composicion del veneno de las serpientes y de su efecto
antimicrobiano.
Las —serpientes producen el veneno en las glandulas salivales

modificadas, localizadas a cada lado del maxilar en la parte dorsal de la cavidad
bucal. Los venenos son sustancias que contienen diversos componentes de valor
biolégico. Es una mezcla variable entre especies en cuanto a sus caracteristicas
representativas, se conforma por componentes proteicos y no proteicos con
actividades biolégicas especificas (Pal et al., 2002; Porto et al., 2007, en Torres et
al., 2010). En cuanto a la composicion proteica del veneno, destaca la presencia
de proteasas, desintegrinas, neurotoxinas, nucleotidasas, fosfodiesterasas,
cardiotoxinas, péptidos natriuréticos, L-aminoacido oxidasas, fosfolipasas vy



lectinas, asi como colagenasas, nucleasas, fosfatasas y citotoxinas (Pal et al.,
2002; Porto et al., 2007; Bellairs, 1969; en Torres et al., 2010). Las enzimas del
veneno provocan diversos efectos (neurotdéxicos, cardiotdxicos, miotdxicos,
hemoliticos, hemorragicos, procoagulantes y coagulantes) en los organismos (Kini,
1997; Baley y Wilce, 2001, en Torres et al., 2010). En el veneno de las viboras se
encuentran mayor cantidad de antigenos que en el de otros tipos de serpientes
venenosas (Detrait y Saint Girons, 1979, en Pastrana et al., 2003). La actividad del
veneno de la familia Crotalinae es tanto hemotoxica como citotdxica, tiene efecto
sobre el sistema hemostatico, por lo que provoca lesiones y hemorragias, también
ocasiona cambios en la coagulacién sanguinea (Marufak, et al, 2005).

Con miras a determinar su capacidad terapéutica y su probable uso, en
varios estudios algunos venenos de serpiente han demostrado un efecto
antimicrobiano ya sea evaluando el veneno completo de las serpientes o sus
componentes aislados. Varias toxinas del ‘'veneno muestran actividad
antimicrobiana como la miotoxina MjTX-ll del veneno de Bothrops moojeni (yarara
caiyaca) contra E. coli y Candida albicans (Stabeli et al., 2006 ); y la BnpTx-1
(fosfolipasa A2) de Bothrops neuwiedi pauloensis (yarara) posee actividad contra
E. coliy S. aureus (Rodrigues et al., 2004); también se reporté que las miotoxinas
Lys49 y Asp 49 (fosfolipasas A2, miotoxinas Il y Ill) del veneno de Bothrops asper
(nauyaca real) tienen efecto bactericida contra S. aureus, V. cholerae y E. coli,
principalmente (Paramo et al., 1998). El veneno completo y las enzimas L-
aminoacido oxidasa (LAAO1 y LAAO2) de Pseudechis australis (serpiente Mulga o
Rey Brown) son también conocidos por tener efectos contra bacterias Gram
negativas y Gram positivas (Stiles et al., 1991).

El veneno del crotalido C. adamanteus mostr6 una potente actividad al
inhibir el crecimiento de B. pseudomallei, mayor que las presentadas por los
venenos de Daboia russelli russelli (vibora de Russel) y del elapido australiano,
Pseudechis australis (Perumal et al., 2006). Los efectos antibacterianos de estos
venenos se podrian deber a las citotoxinas (por accion litica directa) y a las
enzimas (Fosfolipasas A2) contenidas en ellos (Baylock, 2000; Perumal et al.,



2006). Los venenos de C. adamanteus, Daboia ruselli, P. australis, P. guttatay A.
halys tuvieron mejor efectividad contra dos cepas de B. pseudomallei que la
mostrada por la enzima L- aminodacido oxidasa de los venenos de C. adamanteus
y B. atrox, lo que indicé que la LAAO no es la unica molécula que confiere
actividad antibacteriana de estos venenos (Perumal et al., 2006). También se
demostrd que la Crotoxina B (fosfolipasa A2 neurotéxica) de C. durissus terrificus
tuvo una fuerte actividad antibacteriana, lo mismo que la daboiatoxina (PLA2
neurotoxica y miotdxica) de Daboia ruselli siamensis. Por otra-parte, la
mulgatoxina (PLA2 miotoxica de P. australis) también exhibié una potente
actividad antibacteriana al probarse contra dos cepas de B. pseudomallei (Perumal
et al., 2006).

Una lectina de unién a galactosa aislada del veneno de Bothrops leucurus
(cabeza de lanza cola blanca) evidencié un buen efecto antibacteriano contra S.
aureus, Enterococcus faecalis y Bacillus subtilis, inhibiendo su crecimiento a
concentraciones de 31.25, 62.35 y 125 pg/ml, respectivamente (Dos Santos Nunes
et al. 2011).

El veneno total de Bothrops leucurus y su LAAO tuvieron un efecto
antimicrobiano en S. aureus, se not6 también actividad contra los parasitos L.
amazonensis, L. chagasiy T. cruzi (Torres et al., 2010). Se sabe que los venenos
de Crotalus durissus terrificus y Crotalus durissus cascavella han presentado
actividad antiparasitaria contra especies de Xantomonas y contra L. amazonensis
(Passero et al., 2007; Oliveira et al., 2002), mientras que, el veneno de Bothrops
jararaca actu6-de manera eficiente contra Leishmania major, T. cruziy S. aureus
(Ciscotto et al., 2009; Goncalves et al., 2002).

Las L- aminoacido oxidasas de los venenos de serpientes regularmente
tienen actividad antimicrobiana contra varios organismos. Se caracterizé que las
de Crotalus adamanteus (cascabel diamantino del este) y Bothrops asper tienen
efecto contra S. aureus 'y Proteus mirabilis (Perumal et al., 2007). Esta enzima del
veneno de B. pirajai impide el crecimiento de P. aeruginosay E. coli (I1zidoro et al.,
2006). También se ha observado potencial bactericida de las LAAO de B.
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alternatus (yarara picuda o vibora de la cruz) (Stabeli et al., 2004, en Torres et
al.,2010).

La LAAO de B. jararacussu presenta actividad contra Leishmania sp.
(Franca et al., 2007) Tanto el veneno completo de B. moojeni como su LAAQO son
efectivos contra los promastigotes de L. amazonensis, L. chagasiy L. panamensis;
ya que el peroxido de hidrogeno generado provoca la muerte celular por
apoptosis, al producir estrés oxidativo lo que lleva a la alteracién de membrana y
el citoplasma (Stiles et al., 1991, en Torres et al., 2010).

Péptidos antimicrobianos, estructura y mecanismo de accion
El sistema inmunitario innato utiliza una gran diversidad de moléculas

efectoras contra los patégenos invasores, incluyendo péptidos antimicrobianos.
Estas moléculas, como defensinas y catelicidinas, tienen tamafnos comprendidos
entre seis y 59 aminoacidos, y la mayoria son catiénicos (Kindt et al., 2007). Son
la primera linea de defensa de la inmunidad innata contra microorganismos
nocivos (Zasloff, 2002; Borgden, 2005). Estos péptidos se expresan
principalmente en los sitios donde los microbios son encontrados con mayor
frecuencia, por lo que células epiteliales de la piel y de los tractos respiratorio,
digestivo y genitouinario sintetizan péptidos antimicrobianos (Tizard, 2009).

Diversos péptidos antimicrobianos se han encontrado en distintas clases
de seres vivos, como.son plantas y animales, e incluso, microorganismos. En los
mamiferos, se han identificado varias familias de péptidos antimicrobianos, entre
las que se incluyen catelicidinas, defensinas, histatinas y péptidos antimicrobianos
expresados en higado (LEAP) (Ganz, 2003; Zanetti, 2004; Lehrer, 2004;
Kavanagh, 2004; Ganz, 2006, en Wang et al., 2008). Estas moléculas tienen
actividad contra virus, bacterias, hongos y células tumorales (Hancock et
Diamond, 2000).

Mecanismos de accion
Son varios los mecanismos de accion, que van desde las alteraciones de

la membrana celular, actividad en blancos intracelulares, como acidos nucleicos y

11



proteinas, hasta funciones de regulacién de la respuesta inmune (Yang et al.,
2004).

En primera instancia, estos péptidos de caracter catiénico interactian con
las membranas, con cargas negativas, de los microorganismos, esto causado por
una atraccion electrostatica, este primer contacto se ve afectado en soluciones
salinas concentradas. Posterior a esto, los péptidos forman poros que
permeabilizan la membrana, culminando con la destruccion de las células (Boman,
1995; Ogata et al., 1992; Miakawa et al., 1996; en Rivas-Santiago et al., 2006).

Los péptidos antimicrobianos muestran especificidad hacia las
membranas celulares bacterianas, debido a la gran cantidad de fosfolipidos
anionicos que conforman estas estructuras. Situacién contraria en cuanto a los
lipidos que se encuentran formando la superficie externa de las células animales y
vegetales ya que no presentan una carga significativa, siendo los que revisten la
cara citoplasmatica de la membrana los que tienen cargas abundantes. Aunado a
esto, las membranas eucariotas _se estabilizan debido a la existencia de
moléculas, como el colesterol, lo que las hace menos propensas a los efectos de
los péptidos (Zasloff,2002, en Rivas-Santiago et al., 2006).

Sus cargas positivas y su caracter anfipatico permiten su insercién en las
membranas plasmaticas de los microorganismos, y los mecanismos de accién que
se proponen son diversos. Se sabe que tienen efecto sobre la permeabilidad de la
membrana, aunque se describen otros blancos celulares (Jenssen et al., 2006, en
Téllez y Castano., 2010).

Interacciones de los péptidos antimicrobianos con la membrana plasmatica
El primer contacto de los péptidos antimicrobianos con los

microorganismos, como las bacterias, es debido a la afinidad electrostatica hacia
los componentes de carga negativa de sus paredes celulares. Ejemplos de estos
compuestos anidnicos son el acido teicoico y el lipopolisacarido, en Gram positivas

y negativas respectivamente. Posterior a esta atraccion, los péptidos
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antimicrobianos desestabilizan la membrana externa, alteran su forma y provocan

dafos en su estructura (Téllez y Castario, 2010).

Modelo de barril. Consiste en la formacién de un poro mediante las
regiones polares de los péptidos, los cuales se acoplan de manera perpendicular a
la membrana, con la que tiene contacto por medio de sus regiones hidrofébicas.
Como resultado de esto, se afecta la funcion de osmorregulacion de la membrana
(Téllez y Castario, 2010).

Modelo formacion anular. Los péptidos, en contacto con la membrana,
inducen la formacién de un canal conformado también por_ fosfolipidos, esto
debido a un doblez causado por la interaccidén entre el péptido y la cabeza de los

fosfolipidos (Yang et al., 2001; Téllez y Castano, 2010).

Modelo de alfombra. Los péptidos forman una capa sobre la superficie
membranal, la cual colapsa posteriormente sin que los péptidos se hayan
incrustado a través de ella. Este mecanismo, caracterizado por formacién micelar,
es llevado a cabo por el latarcin Ltc2a, un péptido que se deriva del veneno de
Lachesana tarabaevi (LinksDubovskii et al., 2008, en Téllez y Castarno; 2010).

Modelo de agregado. Este mecanismo se asemeja a la accién de los
detergentes, consiste en la union del péptido a la membrana con la posterior
formacién de agregados-micelares compuestos de fosfolipidos y péptidos. La
célula muere por pérdida de iones y contenido citoplasmatico, ademas, los
péptidos pueden internalizarse y actuar sobre otras moléculas blanco (Téllez y
Castano, 2010).

El buforin 1l, encontrado en Bufo gargarizans, no actia desestabilizando la
membrana, sino que se une al ADN mediante las histonas (Park et al., 1998).
Tanto la indolicina como el microcin J25, permeabilizan la membrana y pueden
interactuar con el ADN o con enzimas como la topoisomerasa y polimerasa
(Marchand et al., 2006, en Téllez y Castaro, 2010).
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Algunos péptidos, PR-39 de cerdos y la B-defensina humana, interrumpen
la sintesis de proteinas alterando a las enzimas involucradas en este proceso
(Téllez y Castaro, 2010).

Otros péptidos inhiben la funcidén de las proteinas chaperonas, las cuales
son importantes en el plegamiento de otras proteinas. Tal efecto se conoce en los
péptidos pirrocoricin y el drosocin (Kragol et al., 2001; Otvos et al., 2000, en Téllez
y Castario, 2010).

Una bacteriocina, llamada nisin, se une al precursor de peptidoglucano,
inhibiendo su formacién (Téllez y Castafno, 2010). El microcin j25, provoca la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), al
ejercer su accion en la cadena respiratoria (Bellomio et al., 2007, en Téllez y
Castano, 2010).

Funciones inmunomoduladoras de los péptidos antimicrobianos
Se conoce que los péptidos antimicrobianos pueden actuar como

moduladores del sistema inmune, llevando a cabo funciones como la estimulacion
para produccién de citocinas, accién como factores quimiotacticos, también
favorecen la diferenciacion celular y-la angiogénesis (Oppenheim et Yang, 2005;
Bowdish et al., 2005, en Téllez y Castaro, 2010).

La LL-37, catelicidina encontrada en humanos, inhibe la produccion de
citocinas proinflamatorias y 6xido nitrico (NO) al unirse al LPS. También tiene
efecto quimiotactico sobre células blancas, como linfocitos T, monocitos y

neutrofilos (Steinstaesser et al., 2008, en Téllez y Castano, 2010).

Existen fragmentos de péptidos capaces de regular el proceso de
cicatrizacion promoviendo la produccion de citocinas que estimulan a los
queratinocitos y propician llegada de leucocitos a las zonas lesionadas (Lee et al.,
2004). Otros favorecen la produccién de moléculas que colaboran en el proceso
de cicatrizacion, como los proteoglicanos, ademas pueden afectar la actividad de
enzimas oxidasas en los neutrofilos (Shi et al., 1996; Gallo et al., 1994, en Téllez y
Castano, 2010).
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Aunque son evidentes las funciones proinflamatorias de los péptidos, se
conoce que algunos impiden la produccién de factor de necrosis tumoral a, anulan
las respuestas a estimulos en receptores tipo Toll y evitan la presentacion de

choque séptico (Bowdish et al., 2005, en Téllez y Castano, 2010).

Estructura de B—defensinas
El grupo de las defensinas estd compuesto por péptidos catidnicos,

contienen un gran numero de argininas, y su peso molecular ronda los 4.5 kDa
debido a que se conforman por entre 20 y 45 aminoéacidos. Una de sus principales
caracteristicas es la presencia de tres puentes disulfuro, resultado de la unién de
seis cisteinas (Boman, 1995, en Rivas-Santiago et al., 2006). Se componen tanto
por laminas B, de manera principal, como por hélices a, en menor medida. Hay
tres tipos principales, denominados por las letras griegas: a, B y 6; cada una se
determina por la posicién de los puentes disulfuro formado por sus respectivas
cisteinas (Ganz et al., 1985; Ethan et al., 1997, en Rivas-Santiago et al., 2006).

Las B-defensinas, tienen sus enlaces disulfuro en las posiciones 1-5, 2-4 y
3-6, se componen de entre 36 a 42 aminoacidos. Se conoce una gran cantidad de
miembros de este grupo, de los cuales la mayoria se encuentran en mamiferos,
mientras que un poco mas de una decena se han encontrado en marsupiales y
reptiles (Zasloff, 2002). Ejercen su efecto antimicrobiano a dosis bajas (<10 pg/ml),
aunque también tienen un fuerte potencial citotéxico (Ganz et al., 1985, en Rivas-
Santiago et al., 2006).

El espectro de las defensinas es muy amplio, incluyendo actividad
antibacteriana, antiviral y antifungica (Starner et al., 2005). Aunque la presentacion
de resistencia a estos componentes es bastante rara, se conocen ciertos
mecanismos en bacterias que les permiten evitar ser blanco de la accion de los
péptidos, esto incluye ciertos cambios en las estructuras encontradas en su
superficie externa, como el lipopolisacérido y el acido teicoico (Rivas-Santiago et
al., 2006).

Ademas del efecto directo sobre las bacterias, las defensinas tienen

diversas funciones que influyen sobre la respuesta inflamatoria y el proceso de
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cicatrizacion, también actian regulando la respuesta inmune (Zasloff, 2002, en
Rivas-Santiago et al., 2006).

Este tipo de péptidos presentan actividad quimiotactica para diversas
células del sistema inmune, como son los mastocitos, monocitos, neutrdfilos,
linfocitos B y células dendriticas. Asimismo, se sabe que activan macréfagos y
células epiteliales (Zasloff, 2002; Durr y Peschel, 2002, en Rivas-Santiago et al.,
2006).

Catelicidinas
Son péptidos que presentan diferentes funciones = con una gran

importancia para la respuesta inmune. Tienen un elevado potencial antimicrobiano
actuando directamente sobre la membrana de los microorganismos para formar
poros que culminen con la lisis celular, ademas pueden interactuar con el DNA,
uniéndose a los grupos fosfato mediante atracciones electrostaticas, insertandose
en la cadena de polinucleétidos, lo que impide la actividad de la maquinaria de
replicacion (Chun-Hua et al., 2005, en Rivas-Santiago et al., 2006).

Péptidos antimicrobianos encontrados en serpientes
Una gran cantidad de péptidos antimicrobianos han sido identificados en

plantas, animales y microorganismos (Kindt et al., 2007).

Un péptido antimicrobiano tipo catelicidina, denominado catelicidina BF,
fue purificado a partir de veneno de la serpiente asiatica, Bungarus fasciatus, y se
probd su accidén contra E. coli, Bacillus sp., Salmonella typhi, Candida albicans,
Pichia pastoris, Aspergillus terreus y Chaetomium globossum (Wang et al., 2008).

La catelicidina BF (3.63kDa), aislada por fraccionamiento cromatografico,
esta conformada por 30 residuos de aminoacidos, entre los que destacan 2
argininas y 9 lisinas, 5 fenilalaninas y un residuo acido (glutamato). Este péptido
se expresa en estdbmago, traquea, piel, musculo, corazén, rindn, pulmdn, cerebro,

intestino, bazo, higado, ovario y glandula de veneno.

El precursor de la catelicidina BF se conforma por 191 aminoacidos y

consta de un dominio catelino conservado, el péptido sefal y la catelicidina
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madura. El procesamiento hacia el péptido maduro tiene lugar sobre un sitio de
escision por elastasa en las catelicidinas de cerdos, bovinos y aves; este sitio
también fue encontrado en el precursor de catelicidina BF (valina 157), lo que

sugiere que es procesado por proteasas tipo elastasas (Wang et al., 2008).

La catelicidina de Ophiophagus hannah (Cobra real) demostré una
enorme actividad inhibidora sobre el crecimiento bacteriano, inclusive contra cepas
catalogadas como farmacorresistentes (Zhao et al., 2008; Li et al., 2012; Zhang et
al., 2010, en van Hoek, 2014).

Los péptidos derivados de una catelicidina aislada de Naja atra (Cobra
China) mostraron tener actividad en evaluaciones in vitro e in vivo contra bacterias
Gram negativas y Gram positivas, entre las que se encontraban E. coli K12,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4 (De Latour et al., 2010), P.
aureginosa (Dean et al., 2011) y Francisella novicida (Amer et al., 2010); y S.
aureus (Dean et al., 2011, en van Hoek, 2014).

Péptidos similares a - defensinas han sido identificados en venenos de
distintos organismos, tales como ornitorrincos, serpientes, anemonas y lagartijas
(Torres et Kuchel, 2004; Fry et al., 2005, en Correa y Oguira, 2013).

Una familia de péptidos similares a las defensinas es la de las toxinas tipo
crotamina, que se han caracterizado a partir del veneno de vibora de cascabel. Se
considera que tiene la propiedad de internalizarse en las células (Radis-Baptista y
Kerkis, 2011), ademas, es uno de los cuatro principales componentes del veneno
de C. durissus(Fadel et al., 2005). Ha mostrado un plegamiento que asemeja a la
estructura de la B—defensina, asi como 3 puentes disulfuro, que se encuentran
también en las defensinas, sin embargo, llevan a cabo distintas funciones y
presentan notorias diferencias en su secuencia de aminoacidos (Fadel et al., 2005,
en Correa y Oguiura, 2013). La crotamina ha mostrado tener actividad antifingica
(Candida spp., Trichosporon spp. y Cryptococcus neoformans) y antibacteriana
(Escherichia coli y Bacillus subtilis) (Oguiura et al., 2011; Yamane et al., 2012, en

Correa y Oguiura, 2013), y se ha demostrado que permeabiliza Staphylococcus
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aureus (Yount et al., 2009). Este péptido esta formado por nueve lisinas, lo que le

confiere un caracter catiénico (van Hoek, 2014).

Otro péptido antimicrobiano encontrado en serpientes es la omwaprina,
perteneciente a una familia de proteinas denominadas waprinas. Este péptido fue
identificado en Oxyuranus microlepidotus) (taipan australiana) y tuvo actividad
contra bacterias gram positivas (Nair et al., 2007; Banigan et al., 2010). Debido a
sus caracteristicas, se considera un fuerte candidato para terapias antimicrobianas
(van Hoek, 2014).

Un péptido, con actividad antifungica, con un peso de 1.37 kDa fue
aislado a partir del veneno de Bothrops jararaca, sin embargo, la secuencia de

esta molécula no fue determinada (Gomes et al., 2005, en van Hoek, 2014).

El péptido vgf-1, derivado del veneno de N. atra (cobra china), mostr6é un
buen efecto antimicrobiano contra cepas resistentes de M. tuberculosis (Xie et al.,
2003).

Técnica de FPLC
La cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC por sus siglas en

inglés) consiste en una bomba que se controla mediante computadora y esta
acoplada con una columna de separaciéon (Guttman, 2009). Esta técnica
cromatografica maneja una presion media (de aproximadamente 3,500 psi o0 24
MPa) utilizando una bomba que determina la velocidad a la cual una fase movil
(solvente y muestra a fraccionar) atraviesa una columna que contiene una resina
(fase estacionaria) (BioRad, s.f.), esto tiene una buena resolucién debido al
diametro reducido de las fases estacionarias. Caracteristicas como su alta
capacidad de carga, su compatibilidad con sistemas buffer acuosos, uso de tasas
de flujo rapidas y la diversidad de las fases estacionarias (afinidad, intercambio
ionico, fase reversa vy filtracion en gel). El sistema se conforma por inyectores
automaticos, el gradiente es controlado mediante programas computacionales y
permite la identificacidn y recoleccidén de picos (Madadlou et al., 2011). Con el uso
de esta técnica, se pueden separar mezclas de proteinas y caracterizar proteinas
puras (Guttman, 2009).

18



Un equipo de FPLC se compone también de un detector UV, un sistema
medidor de conductividad, ademas de un colector de fracciones. Las muestras se
inyectan en un “loop” o usando una bomba. Los detectores de longitud de onda
(280 nm) se utilizan para monitorizar la elucion de las fracciones. Las fracciones
se muestran en forma de picos, y se colectan en tubos de un volumen establecido
antes del fraccionamiento y los cuales contendran proteinas de tamario similar en

cada una de las fracciones (BioRad, s.f.).
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Hipoétesis
El veneno de la serpiente C. aquilus tiene actividad bactericida contra
Pseudomonas aeruginosa.

Objetivo General:
Caracterizar la actividad antimicrobiana del veneno de la serpiente

Crotalus aquilus contra la bacteria Pseudomonas aeruginosa.

Objetivos especificos:
1.- Obtener veneno de Crotalus aquilus.

2.- Fraccionar el veneno de C. aquilus.

3.- Cuantificar el crecimiento de unidades formadoras de colonias
expuestas al veneno y sus fracciones.

Justificacion
El aumento de cepas de bacterias patdgenas resistentes a antibibticos

requiere de nuevos tratamientos en reptiles. Los venenos de las serpientes tienen
actividad antimicrobiana. En Querétaro existe la serpiente C. aquilus que es una
especie endémica de México poco estudiada. Pseudomonas aeruginosa es un
patdbgeno que causa enfermedades en serpientes en cautiverio. Es necesario
investigar si el veneno de C. aquilus tiene actividad contra Pseudomonas

aeruginosa.
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Metodologia
Obtencién de muestras

Todos los protocolos de este trabajo fueron evaluados por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, aprobados con el numero
12FCN2105 el dia 19 de marzo de 2015. Las muestras se obtuvieron del veneno
de vibora de cascabel queretana (C. aquilus). Los ejemplares son mantenidos en
cautiverio en: la UMA Herpetario de la Universidad Auténoma de Querétaro (clave
INE/CITES/DGVS-CR-IN-0619-QR0O/00), en el Campus Juriquilla de la UAQ.
También se utilizé un ejemplar de la UMA Herpetario Mundo Reptilia con registro
SEMARNAT-UMA-IN-00048-QRO, en la delegacién Santa Rosa Jaudregui,
Querétaro. Todos los protocolos de manejo indicados en este apartado se
hicieron siguiendo lo indicado por Higuera en 2005. Para la extraccion del veneno
se tuvieron las siguientes consideraciones en cuanto a equipo de manejo y

proteccion:

El equipo de manejo y proteccidén fue seleccionado basandose en las
necesidades de los manejadores (Fanti, 1990, en Higuera, 2005). Se enlista el
equipo minimo indispensable para la contencién fisica y manejo basico de
serpientes (Higuera, 2005):

* Juego de ganchos herpetoldgicos de diferentes tamarnos.

. Botes de plastico grandes con tapa de seguridad, estos deben contar
con orificios para permitir entrada y salida de aire para la respiracion del ejemplar,
se pueden adaptar un par de cordones a la tapa para facilitar su manipulacién.

*. Mesa de trabajo con superficie lisa.
*  Equipo de primeros auxilios.
+  Faboterapéutico especifico.

*  Manual de primeros auxilios.
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Es indispensable contar con ambulancia y paramédicos en las

instalaciones al momento de llevar a cabo las extracciones.

Los ejemplares son mantenidos a una temperatura entre 28-32°C, son
hidratados y asoleados una vez por semana, cuentan con agua en su terrario, y.
son alimentados 1 vez cada 15-21 dias con ratones equivalentes al 20% de su

peso corporal.

Las tomas de veneno se realizaron los dias 7, 14 o 15 después de haber
recibido alimento o de haber extraido veneno (dia 1), con el fin de tener una buena

cantidad de veneno y que éste tenga una buena concentracion de sdlidos.

Todas las serpientes fueron manejadas exclusivamente por manejadores

experimentados.

El protocolo al momento de la manipulacion de los ejemplares y la
extraccion de muestras de veneno se realizé de la siguiente manera, basandose

en lo expuesto por Higuera en 2005:

Para realizar la manipulacién se utilizaron tanto ganchos medianos como
chicos, procurando a que el gancho no fuera demasiado corto para que el
organismo pudiera acercarse a-la mano con la que se sujetaba el gancho. Para
facilitar la permanencia del ejemplar sobre el gancho, tiene que sostenerse entre

sus primer y segundo tercios corporales (Higuera, 2005).

El manejo con gancho herpetolégico se realizé al extraer al ejemplar de
su terrarioy colocarlo dentro del contenedor de plastico, asi como para sacarlo del
contenedor de plastico y situarlo en el suelo o en mesa de trabajo (para la sujecion

por la cabeza).

Para sacar del terrario se requiri6 de la participacién de al menos tres
manipuladores, dos en la parte trasera del terrario para sacar y contener al
ejemplar, y uno en la parte frontal del terrario que daba aviso de la posicién de los
ejemplares dentro del mismo y mantuvo al tanto de los movimientos de estos a los

manipuladores que se encontraban sacando a los ejemplares. Una vez afuera el
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ejemplar se colocd en el contenedor y se puso la tapa de manera que este no
pudiera morder al manipulador. El terrario se aseguré con candado después de

cada manipulacion.

El manejo de sujecion de cabeza se realizd6 en una mesa de trabajo,
despejada, plana y sin superficies que pudieran entorpecer el manejo o danar al

ejemplar.

El manejador mas experimentado fue quien sujeto6 la cabeza, para esto se
utilizé el mango o la base del gancho herpetoldgico, sobre la nuca de la serpiente,
ejerciendo una ligera presion para no danar al animal, pero suficiente para

contenerlo.

Rapidamente, los dedos medio y pulgar se introdujeron en la parte caudal
de la cabeza (en la union entre los huesos cuadrado, articular y pterigodes) y las
primeras vértebras cervicales (Higuera, 2005). El dedo indice se colocé en la parte
dorsal del craneo de la serpiente (Higuera, 2005), posteriormente, se aparté el
gancho colocado inicialmente.

Una vez que el manejador encargado de asegurar la cabeza indicé que se
podia proseguir con el protocolo, un manejador mas intervino para apoyar
sujetando el cuello, cuerpo y cola del ejemplar. La articulacion atlanto-oxcipital en
las serpientes es una region anatdémica muy delicada, por lo que el cuerpo debi6 a
la misma altura de la cabeza, esto para evitar la presentacion de lesiones, asi
como la falta ‘de irrigacion o aumento de la presién sanguinea de la cabeza
(Higuera, 2005).

Para la coleccién del veneno, e cubrié un vaso de precipitado con plastico
film..Al momento de la extraccion se tomoé el vaso de la base, siendo la parte méas
distal a la boca del ejemplar. Se hizo a la serpiente morder el plastico film mientras
se estimulaba la glandula de veneno mediante palpacién digital.

Una vez que la serpiente inyectd el veneno en el vaso, se procedié a su

liberacién, se colocé a la serpiente sobre una superficie plana, despejada y segura
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para los manejadores. El primero en soltar y alejarse fue el manejador que
sostenia el cuerpo, manteniendo constante comunicaciéon con quien sostuvo la

cabeza, posteriormente soltdé quien sostuvo la cabeza.

El ejemplar fue asegurado nuevamente en contenedores de plastico y

regresado a su terrario una vez que finalizé el manejo.

El veneno obtenido de cada ejemplar se coloc6 en tubos de 1.5 ml y se
transporté en hielera al lugar de su almacenamiento manteniéndose a -78°C hasta

Su uso.
Fechas de toma de muestras
Herpetario de la UAQ
27 de abril y 15 de junio de 2015.
Herpetario Mundo Reptilia
19 de marzo, 7, 14y 21 de mayo de 2015.

Las muestras extraidas en ambos lugares se almacenaron a -78°C para

su conservacion.

Cuantificacion de proteina
La cuantificacién de proteina y el fraccionamiento por FPLC se realizaron

en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la UAQ.
Una vez que se completd el calendario de extracciones se junté el total de veneno
y se liofilizd. El'liofilizado se reconstituyé en un volumen de 4 ml de agua destilada,
que fue suficiente para disolver la cantidad de liofilizado, esto para poder manejar

un volumen de solvente que facilitara la realizacion del experimento.

Después de redisolver las proteinas, estas se cuantificaron mediante el
método de Bradford (1976), siguiendo el protocolo de la siguiente manera:

- Se preparé la curva estandar de albumina sérica bovina (BSA)
usando las concentraciones de 0, 1, 2, 4, 8, 10, 12y 16 mg/ml.
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- Todas las concentraciones se ajustaron a un volumen de 800 ul con
agua destilada; en otros tubos se colocaron 5 pl de muestra de veneno y 795 ul
de agua, todo esto se hizo por triplicado.

- A cada muestra se agregaron 200 ul de reactivo de Bradford y se
dejé reposar 15 minutos.

- En una microplaca se colocaron 200 ul de cada muestra y se leyé a
590 nm en un lector espectrofotométrico de placas (Benchmark Plus, BioRad).
Se interpolaron los valores de las muestras mediante un ajuste-lineal del
estandar recta utilizando el programa GraphPadPrism 5.

Se separd una alicuota de 1ml de veneno para utilizarse en las

pruebas de actividad antimicrobiana.

Fraccionamiento del veneno mediante FPLC
El veneno se fraccioné utilizando un equipo cromatografico de FPLC

(AKTApurifier, GE), siguiendo el protocolo como se indica a continuacion:

-Se prepard una solucién de &cido acético 1.6mM para usarse
como fase mévil en el fraccionamiento. Asi mismo, se utilizé en la
preparacion del gel Sephadex G-50, ese gel se dej6 reposar toda la noche a
4°C.

-Se coloco el gel en una columna (1 x 48 cm), utilizandose como

fase estacionaria.

-Se purgaron las mangueras del equipo con solucién de &cido
acético 1.6mM para retirar exceso de etanol.

-Se inyectd acido acético (fase mévil) por 30 minutos.

-Se cargd la muestra en el loop de carga (1605 ug/500 ul), se
inyectd y se eluy6 a una tasa de flujo de 1 ml/min.

-Las lecturas se realizaron a 280 nm; se colocaron los tubos en la

rueda colectora y se recolectd en cada uno un volumen de 5 ml.
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Una vez fraccionadas las muestras, se liofilizaron y se guardaron a -78°C,

hasta su uso.

Las fracciones liofilizadas fueron reconstituidas en volimenes variables
de agua destilada, de acuerdo con la cantidad de polvo que se observaba, y se

determind su concentracion de proteina por el método de Bradford.

Con agua destilada, se prepararon el veneno completo y las fracciones
individuales para obtener concentraciones de 2 pg/ml y 30 ug/ml (modificado de
Wang et al., 2008). Una vez hecho esto, cada muestra se esterilizd pasandola por
un filtro Millipore de 0.22 um. Todas las muestras se mantuvieron en congelacién a

-78°C hasta su uso.

Analisis de la actividad antimicrobiana
Para el analisis de la actividad antimicrobiana del veneno completo y las

fracciones se utilizé una cepa patégena de Pseudomonas aeruginosa obtenida del
Laboratorio de Diagnéstico Clinico Animal de Calamanda, Querétaro. La
evaluacién de actividad antimicrobiana se realizé en el Laboratorio de Inmunologia

y Vacunas localizado en el Campus Aeropuerto de la UAQ.

Se tom6 la mitad de una UFC, se diluyé en 100 yl de medio SOC, y se
dejé incubar a 37°C en agitacion por 30 minutos. Se evalud el crecimiento en UFC
a diferentes diluciones en agua destilada: 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160.
Posteriormente 100 ul de bacterias en suspension de cada dilucién se sembraron
en placas de agar MacConkey y se dejaron incubando 13hrs a 37°C. De acuerdo a
los resultados del analisis de crecimiento bacteriano en cada dilucion se determiné
que la dilucién 1/160 fue la adecuada para facilitar el conteo de UFC.

Se prepararon alicuotas de 225 ul tanto del veneno como de cada de las
fracciones a las concentraciones anteriormente descritas y otras con 225 ul de
agua destilada. Se selecciond la otra mitad de la UFC con la que se hicieron los
experimentos anteriores, se repitié el protocolo para incubacion en agitacién y se
tomaron 50 pl para hacer una dilucion 1/150, de esta dilucion 1/150 se tomaron 25

pl que se agregaron a las alicuotas de las fracciones (dilucién final 1/160), una vez
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mezcladas por pipeteo se sembraron 100 ul en las placas de agar MacConkey.
Las placas se sembraron por triplicado, con las siguientes denominaciones:
Control (placas en las que se omitié el uso de veneno o de sus fracciones), VC
(veneno completo) 2 yg/ml, F1 (fraccion 1) 2 pg/ml, F2 (fraccion 2) 2 pug/ml, F3
(fraccion 3) 2 ug/ml, VC 30 pg/ml F1 30 pyg/ml, F2 30 pg/ml y F3 30 ug/ml. Se
incubaron 13hrs a 37°C y se contaron las UFC en un contador de colonias.

Los resultados se analizaron estadisticamente por el programa Minitab 16
(Minitab Inc), se obtuvieron valores de media aritmética y desviacion estandar; se

realiz6 una prueba ANOVA con método Tukey con 95% de intervalo de confianza.
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Resultados
Se extrajo veneno de 3 ejemplares de C. aquilus del Herpetario de la

UAQ, siendo todos ejemplares machos, adultos con las siguientes caracteristicas:
ejemplar 1, 72 cm longitud total, peso de 520 g; ejemplar 2, 83 cm de longitud
total, peso de 660 g; ejemplar 3, 83 cm longitud total, peso de 595 g, obteniendo
un volumen total (al juntar las extracciones de los tres ejemplares) en la primer
extraccion de 0.8 ml y de 0.6 ml en la segunda extraccion. El ejemplar del
Herpetario Mundo Reptilia era un ejemplar cria de 30 cm de longitud total, se
obtuvieron en las extracciones 10 pl, 20 pl, 10 pl y 30 pl, respectivamente.

Tras los ensayos en las pruebas de crecimiento bacteriano, los resultados
en las diluciones 1/10, 1/20 y 1/40 fueron incontables, habiendo una gran masa de
bacterias en la mayor parte de la placa, mientras que a 1/80 hubo crecimientos
bacterianos en UFC, sin embargo, en algunas zonas de a placa se presentaba una
masa que dificultaba el conteo. La dilucién 1/160 presentd un crecimiento de 218
UFC.

Mediante el fraccionamiento del-veneno por FPLC se obtuvieron tres
picos conteniendo cada una de las fracciones y que fueron denominados F1, F2 'y

F3, mismos que se colectaron de acuerdo con cédmo se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Cromatografia de filtracidn en gel sobre Sephadex G-50 del veneno de Crotalus aquilus,
se observan los tres picos de fracciones recolectados.

Las fracciones obtenidas y el veneno completo se secaron por liofilizacion
y se determinaron las concentraciones de proteina, las cuales fueron la siguientes:
veneno completo, 3.21-pg/ul; F1, 2.0642 pg/ul; F2, 3.0566 ug/ul; F3, 0.81 ug/ul.

Tanto las fracciones como el veneno completo mostraron tener
propiedades . antimicrobianas al registrar un numero de crecimientos
estadisticamente distintos que los que mostrod el grupo control. A concentracion de
2 pg/ml (Figuras 2-6) se obtienen cantidades de UFC similares en las placas con
veneno y cada una de las fracciones (Tabla 1), mientras que a concentracion de
30 upg/ml (Figuras 7-10) el veneno presenta una mayor actividad bactericida,
aproximadamente el doble que presentdé a la concentracion anteriormente
evaluada; asi mismo, la F3 presenté un aumentd en su actividad bactericida en

comparacién con la prueba a menor concentraciéon, mientras que las F1 y F2
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tuvieron resultados similares en ambas concentraciones (P< 0.05) (Tabla 2). Los

resultados del analisis ANOVA se muestran en las figuras 11y 12.

Tabla 1. Resultados de los conteos UFC a 2 pg/ml.

2 ug/ml Control VvC F1 F2 F3
1 244 109 105 96 90
2 238 101 99 102 84
3 247 106 102 104 97
Media 243 105.33 102 100.67 90.33
DE 4.58 4.04 3 4.16 6.51
% 100 43.34 41.97 41.42 37.17
Crecimiento

Tabla 2. Resultados de los conteos UFC a 30 pg/ml.

30 pg/ml Control VvC F1 F2 F3
1 244 50 96 114 70
2 238 48 109 110 74
3 247 44 104 113 63
Media 243 47.33 103 112.33 69
DE 4.58 3.06 6.56 2.08 5.57
% 100 19.47 42.38 46.22 28.39
Crecimiento

Se muestran las cantidades en cada una de las placas, asi como la media, la desviacion estandar y el
porcentaje de crecimiento promedio. VC= Veneno Completo, F1= Fraccién 1, F2= Fraccién 2, F3=
Fraccién 3, DE= Desviacidn Estandar.

30



Figura 5. Placa crecimiento ¢/F2 2 ul/ml.

’ Figura 6. Placa crecimiento ¢/F3 2 ug/ml. |
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Figura 8. Placa crecimiento ¢/F1 30 ug/ml.

Figura 10. Placa crecimiento c¢/F3 30 ug/ml.

Figura 7. Placa crecimiento ¢/Veneno 30 ug/ml.

Figura 9. Placa crecimiento ¢/F2 30 ug/ml.
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Figura 11. NUmero de UFC promedio de los ensayos realizados a concentracién de 2ug/ml. Se

F3

muestran desviaciones estandar. Se realizé ANOVA con prueba de Tukey con 95% de intervalo de
confianza. VC= Veneno completo, F1= Fraccién 1, F2= Fraccion 2, F3= Fraccion 3.
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Figura 12. Numero de UFC promedio de los ensayos realizados a concentracién de 30ug/ml. Se

muestran desviaciones estandar. Se realizd ANOVA con prueba de Tukey con 95% de intervalo de

confianza. VC= Veneno completo, F1= Fraccidn 1, F2= Fraccidn 2, F3= Fraccion 3.
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Discusion

Defensinas y catelicidinas, dos de los grupos mas representativos de
péptidos antimicrobianos, han sido encontrados en distintas especies animales
(Wang et al., 2008). Sélo algunas moléculas aisladas de venenos de reptiles se
conoce que tienen actividades antimicrobianas, entre ellas fosfolipasas A2 y L-
amino oxidasas, asi como derivados de estas (Stiles, 1991, en Wang et al., 2008;
Torres et al., 2010). Se ha probado el efecto antimicrobiano de diversas proteinas
y péptidos parecidos a defensinas y catelicidinas purificadas a partir del veneno de
distintas especies de serpientes (Paramo et al., 1998, Wang et al., 2008).

El fraccionamiento cromatografico del veneno completo en-la columna de
Sephadex G-50 tuvo como resultado tres fracciones o picos proteicos, lo cual es
similar al fraccionamiento hecho por Remuzgo et al., en el afio 2000, al fraccionar
veneno de vibora de cascabel sudamericana (Crotalus durissus terrificus) en un
Gel Sephadex G-100, en el cual, tras el analisis electroforético mostr6 que en el
primer pico hay presencia de proteinas con un peso molecular entre 54.2 y 103.3
kDa, el segundo pico registré pesos moleculares comprendidos en dos bandas
cercanas a los 22.5y 14.8 kDa, mientras que en el tercer pico reporté una banda
por debajo de los 15 kDa, es decir, los péptidos o proteinas mas pequefias se

encontraban en la tercera fraccion.

En el experimento realizado por Wang et al., en 2008, con el veneno de la
serpiente krait bandeada (Bungarus fasciatus), después del proceso de
cromatografia (HPLC en Sephadex G-50) encontraron cuatro fracciones (picos),
dentro de las cuales la tercera fraccion fue la que presentdé la actividad
antimicrobiana. En el trabajo presentado ahora, a pesar de solamente obtener tres
fracciones (picos), también se observd un mayor efecto bactericida ejercido por la
tercera fraccion resultante del proceso cromatografico, siendo en este caso, los
péptidos de menor tamario los que presentaron una mayor actividad de este tipo.

En el estudio hecho por Remuzgo et al., se describe actividad de L-
aminoacido oxidasa en el veneno de Crotalus durissus terrificus, se menciona que

el segundo pico presenté actividad fosfolipasa A2 (enzimas con actividad
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bactericida), mientras que los picos 1y 3, presentaron actividad proteolitica. Como
se menciona anteriormente, el segundo pico registré pesos moleculares entre 22.5
y 14.8 kDa, por lo que la enzima fosfolipasa A2 tiene un peso comprendido entre
esos rangos. Solis et al.,, 2014, aislaron la enzima L-aminoacido oxidasa del
veneno de la serpiente Bothrops brazili, encontrando un peso molecular de 125.7
kDa, asi mismo, Lazo et al.,, 2007, aislaron esta enzima en el veneno de la
serpiente Bothrops atrox, resultando con un peso molecular de 127. 879 kDa; esto
se puede interpretar en que, aunque se trate incluso de un género distinto al de la
especie en estudio, la enzima LAAO es de un mayor tamarno, por lo que pudiera
considerarse dentro de la Fraccion 1. Considerando que se observd efecto
bactericida en todas las fracciones, podemos suponer que es por la presencia de
las enzimas (Fosfolipasas A2 y LAAO) que ejercen esta accion, siendo lo mas
adecuado caracterizar la actividad biolégica especifica de todas las fracciones del
veneno de Crotalus aquilus para conocer las enzimas presentes en cada una.

A concentraciones de 2 ug/ml, el efecto presentado por cada fraccion y
veneno completo fue similar. ElI hecho de que la F3 haya presentado una mayor
actividad bactericida a concentracién de 30 pg/ml, en comparacién con las otras
fracciones, sugiere que en esta fraccién hay una o varias moléculas que tienen un
mayor efecto bactericida y que, este efecto, se hace mas evidente a mayor
concentracion, lo que no- ocurre al aumentar la concentracion de proteinas
presentes en las demas fracciones; esto también explicaria el aumento del efecto
bactericida en el veneno completo pues, a mas concentracién, existe una mayor
cantidad de estas moléculas y eso provocaria la mayor actividad presentada para
disminuir el numero de UFC. Se estima que los péptidos contenidos en la F3
tendrian un peso molecular menor a los 15 kDa (basado en la electroforesis de
Remuzgo et al.,, 2000, para C.d. terrificus), lo cual coincide con los pesos
registrados para los péptidos antimicrobianos descritos hasta la fecha en reptiles,
los cuales no sobrepasan los 4.5 kDa (Wang et al., 2008, Gomes et al., 2005).

La media de crecimiento de UFC que se obtuvo con el veneno completo
a la concentracion de 30 ug/ml, es estadisticamente menor y esto se atribuye a la
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presencia del conjunto de proteinas que lo conforman en su totalidad. Es
importante notar que cada fraccién mostré efectos antibacterianos por separado,
lo que demostraria que su accién combinada es altamente eficiente al inhibir el
crecimiento de UFC puesto que existe una mayor actividad que cuando actdan
separadas en fracciones. Se debe investigar mas sobre el componente del
veneno, encontrado en la fraccion 3, que tiene esta propiedad, con el fin de
aislarlo y probar su efecto en contra de una cantidad mayor de microorganismos
patdégenos, asi como conocer mayormente las caracteristicas de su estructura con
el fin de describir el tipo de molécula es, y poder determinar si se trata de un
péptido antimicrobiano.

Conclusiones
La hipétesis planteada se acepta ya que todas las fracciones del veneno tienen

actividad antibacteriana a ambas concentraciones.

Al utilizar la concentracion de 2ug/ml se obtuvieron resultados similares en dos de
las fracciones y el veneno completo siendo estadisticamente distintas al grupo
control, la fraccion 3 es estadisticamente distinta al resto.

La fraccion 3, donde se encuentran las proteinas y péptidos de menor tamaro,
mostré mejor actividad inhibitoria que las otras dos fracciones.

A mayor concentracion existe una mayor actividad antibacteriana en el veneno

completo seguido de la fraccion 3.
Consideraciones

Determinar actividad biolégica de fracciones y pesos moleculares, con el fin de

explicar la actividad antimicrobiana.

Caracterizar moléculas contenidas en F3, siendo la que mostré mejor actividad
antimicrobiana, con el fin de encontrar moléculas para proponer alternativas a

tratamientos contra especies de microorganismos patégenos.
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