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RESUMEN

El acelerado incremento en el surgimiento y diseminacién de cepas
bacterianas multirresistentes a los antibioticos representa uno de los riesgos
globales mas apremiantes que amenazan a la humanidad, por ello, se han
explorado diversas alternativas para para desarrollar nuevos farmacos, entre ellos
los péptidos antimicrobianos, son moléculas clave en la respuesta inmune innata
presentes en diversas especies de animales y plantas. Recientemente se ha
considerado la caracterizacion y aislamiento de péptidos antimicrobianos
sintetizados por organismos invertebrados. En el presente trabajo se evalué la
actividad antimicrobiana del veneno de la tarantula Goliat de Borgona
(Theraphosa stirmi) y cuatro fracciones obtenidas del veneno separadas por
cromatografia de fase reversa, sobre. los microorganismos S. saprophyticus
(ATCC baa-750), S. tiphymurium (ATCC 14028), C. albicans (ATCC 276), S.
cerevisiae (ATCC MYA-198), L. monocytogenes (ATCC 7644), E. coli (ATCC
25922) utilizando ensayos de microdilucion en placa, pruebas de difusion en disco
y ensayos de vertido en placa. El veneno y las fracciones obtenidas no
demostraron tener actividad inhibitoria antibidtica en las pruebas de inhibicion en
disco. No se encontré actividad inhibitoria significativa (P < 0,05) en las pruebas
de dilucion en caldo ni en las de extension en placa. Mediante un analisis
filogenético, se compararon los péptidos antimicrobianos reportados de otras
especies de aracnidos y se determind que los péptidos antimicrobianos
previamente reportados, obtenidos a partir del veneno de terafésidos, presentan
una-divergencia mayor comparada con el género Theraphosa que comparado

entre los dos géneros de terafdsidos con péptidos antimicrobianos.

Palabras clave: Veneno, antimicrobiano, Theraphosa, Cromatografia



ABSTRACT

The emergence and dissemination of multidrug-resistant bacteria strains is
one of the biggest public health challenges of our time, various alternatives have
been studied to develop new drugs, including antimicrobial peptides, they are key
molecules in the innate immune response present in various species of animals
and plants. The characterization and isolation of antimicrobial peptides from
venom and cells of invertebrate organisms has recently been considered. In the
present work, the antimicrobial activity of the venom of the Goliath of Burgundy
tarantula (Theraphosa Stirmi) and four fractions obtained from the venom
separated by reverse phase chromatography, were -evalutaded using the
microorganisms S. saprophyticus (ATCC baa-750), S. tiphymurium (ATCC
14028), C. albicans (ATCC 276), S. cerevisiae (ATCC MYA-198), L.
monocytogenes (ATCC 7644), E. coli (ATCC 25922) using microdilution plate
assays, disk diffusion assays and plate pouring assay. The venom and the
fractions obtained did not show antibiotic inhibitory activity in the disk inhibition
tests. No significant inhibitory activity (P < 0.05) was found in the broth dilution
tests or the plate spread tests. Through a phylogenetic analysis, the antimicrobial
peptides reported from other species of tarantulas were compared and it was
determined that the previously reported antimicrobial peptides, obtained from the
teraphoside venom, present a greater divergence compared to the genus
Theraphosa than compared to the two genera of teraphosides. with antimicrobial

peptides.

Key words: Venom, antimicrobial, Theraphosa, Chromatography
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I. INTRODUCCION

La resistencia a los antibioticos representa un problema serio, pues
se prevee que para el aino 2050 sea la principal causa de muerte a nivel
mundial (De Kraker et al., 2016). En los ultimos afos se han desarrollado
diversas alternativas a los antibioticos convencionales, el uso de enzimas,
compuestos naturales provenientes de plantas, bacteriéfagos y péptidos
antimicrobianos (Gadde et al., 2017). Los péptidos antimicrobianos (AMPs
por sus siglas en inglés Antimicrobial Peptides), son moléculas que tienen
la capacidad de interactuar con la membrana citoplasmatica de los
patdgenos, poseen carga neta positiva y se caracterizan por un bajo peso
molecular (Zasloff, 2002; Gutsmann, 2016). Estas moleculas se han
identificado en los venenos de diversas especies de artropodos y forman
parte del sistema inmunitario (Vizioli & Salzet, 2002; Iwanaga, 2002; Yi et
al., 2015; Wang & Wang, 2016). Particularmente, el caso de las tarantulas
(Theraphosidae), es un campo pobremente estudiada en este aspecto,
aunque existen algunos antecedentes que reportan la presencia de
moleculas con posible uso antibiético (Jung, et al., 2006; Zhao et al., 2011).
En el caso de las tarantulas del género Theraphosa no existen estudios
previos sobre compuestos antimicrobianos en su veneno. En el presente
trabajo se desafiaron cepas tipificadas de microoganismos como bacterias
Gram positivo, Gram negativo y hongos contra el veneno completo de la
tarantula Goliath de Borgofia (Theraphosa stirmi) y cuatro fraccidénes
obtenidas mediante la separacion de cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa en concentraciones de proteina que fueron

desde 1.25 ug hasta los 800 ug en la ultima metodologia desarrollada.



Il ANTECEDENTES

2.1 Descripcion de la especie.

Las tarantulas (Theraphosidae) Goliat pertenecen al suborden de los
migalomorfos (Mygalomorphae), la familia de los terafésidos (Theraphosidae) que
comprende 147 géneros y 984 especies descritas al momento (Coddington, 1991;
World Spider Catalog, 2020). La tarantula Goliat fue inicialmente descrita por
Pierre André Latreille como Mygale blondii en 1804 (Latreille, 1804). Sin embargo,
el afo 1996 se describié como Theraphosa blondi (Cuadro 1) (Pérez-Miles, et al.,
1996). Posteriormente, la especie Theraphosa blondi se separé en dos
subespecies distintas, Theraphosa blondi y Theraphosa apophysis (Bertani,
2001). Fue hasta 2010 cuando se describi6 la tercera especie como Theraphosa
stirmi (Rudloff & Weinmann, 2010).

Los organismos del género Theraphosa son especimenes que se
caracterizan por su gran tamafo, el cual puede alcanzar entre los 28 y 30 cm de
diametro entre los extremos de sus patas totalmente extendidas y un peso de hasta
155 gramos (Figura 2). La coloracion de estos ejemplares suele ser rojo obscuro,
marron obscuro y en ocasiones color naranja. Las crias de Theraphosa stirmi
poseen la particularidad de tener los tarsos de las patas de color rosado. La dieta
basica de las tarantulas del género Theraphosa incluye insectos e invertebrados

como aves, roedores, anfibios y reptiles.

2.1.1 Habitat y distribucion.

La distribucién geografica de esta especie comprende el sureste de Guayana
(Figura 1) (Gershenz, 1996; Carwardine, 2008; Carvalho et al., 2017). Se desarrolla
en una zona geografica cercana a la linea ecuatorial, la temperatura de la regién va
desde 21°C como minima y 31°C como maxima durante el afio. La regién se
caracteriza por una alta humedad que se mantiene constante todo el afio en un

rango de 90-95% (Es.weatherspark.com consultado en 2020).
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Figura 1. Mapa de distribucion del género Theraphosa. Theraphosa blondi

(amarillo), Theraphosa stirmi (rojo), Theraphosa apophysis (azul), Theraphosa no
taxonomizada (naranja) (Adaptado de Rudloff & Weinmann, 2010; Datos

geograficos © Google Maps).

Figura 2. Ejemplar juvenil de Theraphosa stirmi; Fotografia: Miguel Guzman.



2.1.2 Taxonomia.

Cuadro 1.Taxonomia de Theraphosa stirmi

Filo Arthropoda
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae
Subfamilia Theraphosinae
Género Theraphosa
Especie Theraphosa stirmi

2.2 Anatomia externa.

Las tarantulas cuentan con un endoesqueleto que les provee un soporte
interno y un exoesqueleto que les protege. La morfologia de los terafésidos esta
constituida por dos partes principales, el prosoma y el opistosoma (Figura 3) que
estan unidos el uno al otro por una pequeia columna carnosa conocida como
pedicelo. Por el pedicelo pasan-nervios, el sistema digestivo y el sistema circulatorio.
Cuentan con ocho piernas, dos extremidades frontales llamadas pedipalpos que
cumplen funciones reproductivas y dos extremidades retractoras de los colmillos,

llamadas queliceros (Vlierberghe, 2015).



Pedipalpos

Qualiceros

— Tuberculo ccular
o Prosoma

——

—Fovea

Pedicelo

Figura 3. Morfologia de la tarantula Goliat de Borgofia (Theraphosa stirmi).

Fotografia: Miguel Guzman.



2.2.1 Prosoma.

El prosoma es la parte anterior al opistosoma, es la parte donde internamente
se encuentran los musculos retractores que van conectados a los miembros para
desplazamiento. En el prosoma también se encuentran érganos como el cerebro, el
tubérculo ocular, los queliceros, la boca, junto con el esoéfago y el estomago. Al
prosoma también se le suele llamar caparazon debido a que posee una dureza
superior a la de la parte posterior de los terafésidos, conocida como opistosoma
(Orozco, 2020; Vlierberghe, 2020).

2.2.2 Opistosoma.

El opistosoma es la parte posterior al prosoma. A diferencia del prosoma,
esta parte del cuerpo de la tarantula es una zona anatéomica flexible. Tiene forma
oval y recubierto en la superficie por vellos urticantes. El opistosoma contiene
organos internos como el libro de pulmén, los ovarios (o los testiculos en el caso de
los machos), los ductos copulatorios, asi como las glandulas hileras y el tubérculo

anal para la excrecion de heces fecales (Orozco, 2020; Vlierberghe, 2020).

2.2.3 Pedicelo.

Es una hendidura localizada en el prosoma que lo une con el opistosoma.
Por el cual pasa parte del sistema nervioso y circulatorio (Orozco, 2020; Vlierberghe,
2020).

2.2.4 Tubérculo ocular

Al conjunto de ocho ojos que se situa en la parte superior del prosoma, se le
denomina tubérculo ocular. Los terafésidos al ser organismos nocturnos poseen una
alta sensibilidad a los cambios de luz en sus ojos. Es la distincion entre luz y
obscuridad el uso casi exclusivo del tubérculo ocular de los terafésidos (Orozco,
2020; Vlierberghe, 2020).



2.2.5 Glandulas hileras.

Los terafésidos poseen dos pares de glandulas hileras (hileras superiores e
hileras inferiores) también conocidas como espineretos cuya funcién es la
produccion de seda o también conocida como tela. La funcion de la tela-en los
terafésidos va desde la construccidn de una cama o tapete sobre el cual se
alimentan, dar forma a la guarida, asi como inclusive reproductivas como la

fabricacion del ovisaco por parte de las hembras (Orozco, 2020; Viierberghe, 2020).

2.2.6 Glandulas de veneno

Las tarantulas poseen la habilidad de inocular veneno, esta accion es
utilizada para sus funciones mas basicas como la alimentacion, su supervivencia y
como método de defensa contra depredadores. El sistema de las glandulas de
veneno es anatomicamente simple, los aracnidos cuentan con un érgano conocido
como glandula de veneno o reservorio. A diferencia de los escorpiones, en las
arafas y tarantulas, este se encuentra situado en la parte superior del quelicero y

conectado directamente con los canales del colmillo (Figura 4) (Foelix, 2011).



Glandula de veneno

Glandula de veneno

Figura 4. Localizacion putativa de la glandula de veneno en la tarantula Goliat de

Borgona (Theraphosa stirmi) (Imagen; Miguel Guzman Adaptado de Undheim et al.,

2018).



2.3 Anatomia interna.

La caracteristica principal del sistema circulatorio de invertebrados es que
por el circula la hemolinfa, un fluido caracteristico de los artrépodos que es el
analogo de la sangre en otros organismos. Este fluido puede ser considerado
multipropdsito ya que transporta oxigeno, moléculas inorganicas, iones,
aminoacidos libres, etc. (Wyatt, 1961; Wirkner & Huckstorf, 2013). Las tarantulas
tienen un sistema circulatorio abierto, lo que significa que el oxigeno a los érganos
por contacto directo con los tejidos (Figura 9). El oxigeno es transportado con ayuda
de la hemocianina, una métalo-proteina con 2 atomos de cobre que es el analogo
de la hemoglobina en mamiferos. El corazén de' las tarantulas se encuentra
localizado en la parte superior del opistosoma, por encima del sistema digestivo y
el sistema respiratorio (Comstock, 1912; Foelix, 2011; Wirkner & Huckstorf, 2013).

2.3.1 Sistema circulatorio.

El érgano cardiaco o corazén de las tarantulas es un érgano alargado con
forma tubular en la parte dorsal del opistosoma. El érgano cardiaco de las arafas
esta formado por una camara tubular, que recubre el corazén de la tarantula con
tubulos flexibles de organizadas entradas y salidas de hemolinfa que fluyen por el
sistema circulatorio libremente (Figura 5). Este 6rgano posee tres orificios de salida
a lo largo de toda su longitud, tienen la funcién de valvulas a través de las cuales
circula la hemolinfa bajo presion. Durante la contraccion del érgano, la hemolinfa
tiene la posibilidad de circular en tres direcciones distintas: hacia adelante a través
de la aorta frontal, hacia atras a través de la aorta posterior y hacia un lado. Al
ingresar al corazon, la hemolinfa se mueve a través de la aorta frontal hasta el
prosoma, donde irriga 6rganos y tejidos a través de capilares. Después es dirigida
hacia el libro de pulmén donde se satura la hemolinfa con oxigeno y reingresa al

corazon para volver a recircular (Wirkner & Huckstorf, 2013; Bagaturov, 2014).



Figura 5. Tomografia micro computarizada de un molde de resina del sistema

vascular en el opistosoma de la arana Cupiennius salei (Huckstorf et al.,2013).

2.3.2 Sistema digestivo.

El sistema digestivo de las tarantulas, al igual que otros aracnidos, esta
inicialmente vinculado con la “digestion externa”. A diferencia de las arafias, no se
ha demostrado que las tarantulas posean en su veneno enzimas digestivas como
proteasas, de esta manera le proceso digestivo de las tarantulas es distinto al de
las otras arafas. La boca se ubica entre los queliceros, esta esta conectada a la
faringe que a su vez esta conectada con el 6rgano de succién. Un conducto corto
une al estbmago con el intestino, atravesando el pedicelo hasta el abdomen
(Opistosoma). En el opistosoma se encuentra una red de érganos conocida como

tubulos de Malpighi que se unen al intestino. (Walter et al., 2017).
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La forma en la que la tarantula es capaz de procesar a sus presas se basa
en la digestion externa que es producida por un bombeo de jugo digestivo desde el
estbmago. En esta parte de la alimentacidén, una gran variedad de hidrolasas,
proteasas, lipasas, nucleasas y enzimas degradadoras de carbohidratos comienzan
a descomponer los tejidos de las presas. También, se han identificado
hialuronidasas en el veneno de terafésidos la cual se le adjudica accion en romper
la matriz extracelular de las presas (Cohen, 1998; Girish & Kemparaju, 2007).
Posteriormente, las particulas son filtradas por multiples setas en la base de los
queliceros y pedipalpos. La presa liquida es succionada a través del 6érgano de
succion del estomago y llega hasta el estdmago verdadero, donde se digiere de
manera parcial para posteriormente ser procesada en el intestino con los tubulos de
Malpighi, de ahi en adelante los aglomerados de los alimentos ya digeridos son
almacenados en la perforacidon estercoral para posteriormente ser eliminados a

través del ano en forma de excretas (Bagaturov, 2014).

2.3.4 Sistema respiratorio.

Las arafias (Araneae) son los unicos animales conocidos que poseen una
respiracion tanto pulmonar como traqueal, es decir, respiran simultaneamente por
sus organos homologos a los pulmones (Libro de pulmén) y la traquea. El libro de
pulmén funciona como un 6rgano difusor, el intercambio gaseoso es regulado por
el area de entrada del espiraculo de este (Figura 9), que posee musculos que
pueden contraer y relajar en funcion de la demanda y difusion del gas (Schmitz,
2016). En el caso de los migalomorfos, sub orden que agrupa a las tarantulas
(Theraphosidae), estas poseen dos pares de libros de pulmén (Figura 6), lo que

sustituye a la trdquea en el proceso respiratorio (Paul, 1992; Figueroa et al., 2010).
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2.3.5 Sistema reproductivo.

A pesar de que las tarantulas son invertebrados, la reproduccion de estas se
lleva acabo de manera sexual, es decir la combinacion del esperma de un individuo
macho y el ovulo de un individuo hembra es necesaria en el proceso de fertilizacion

que dara lugar a nuevos individuos.

Las hembras poseen un par de ovarios y una apertura genital en el
opistosoma ubicada cerca del libro de pulmén (Figura 6). En cuanto a los machos,
estos poseen testiculos internos en el opistosoma y los machos maduros poseen
bulbos de retencion de esperma. En algunas especies, el tarso y la tibia se
convierten en un espolon tibial que se utiliza para sostener a la hembra durante el
apareamiento. En el caso de las tarantulas del género Theraphosa no se desarrolla
dicha modificacion, con excepcidén de Theraphosa apophysis que presenta la
modificacion en tarso y la tibia como otras especies de Mygalomorphae (Figura 8),
pero si que las tres especies del género desarrollan los bulbos espermaticos en

machos maduros (Figura 7) (Figueroa et al., 2010).
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/genital

Figura 6. Ubicacion del libro de pulmon y |la apertura genital en hembra madura de

Theraphosa stirmi. (Fotografia:-Miguel Guzman).
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Figura 7. Macho de Theraphosa stirmi mostrando sus bulbos espermaticos.
(Fotografia: Redwizard000, 2013).
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Figura 8. Theraphosa apophysis (Tinter, 1991) macho, cuerpo. A. Ejemplar. B. bulbo
espermatico derecho. Bulbo espermatico vista lateral. D. pierna 1, tibia apdfisis.
vista lateral E. pierna 1, tibia apdfisis. vista retro lateral (Almeida et al., 2018).
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Intestino

C Tubulos de Malpighi
Seno pericardico

Perforacion estercoral

Ganglio supraesofagico  Ganglio subesofagico

Ovarios

Glandula de veneno

-Ano

Diverticulo

' Hileras
Espiraculo

Tra'quea \

Glandulas

Esofago Libro de pulmones

Boca Faringe Apertura hileras
Labio genital

Figura 9. Anatomia interna hipotética de una tarantula hembra (Modificado; Ramel,
2018).

2.3.6 Sistema inmunitario.
Al sistema inmunitario de los artrépodos se le denomina como sistema
inmune innato. Esta basado en una respuesta rapida en cuestion de minutos a

unas pocas horas

En los aracnidos, el sistema inmune esta localizado principalmente en la
hemolinfa. Los hemocitos se desarrollan a partir de las células en el corazén en la
pared del principal 6rgano del aparato circulatorio de los terafésidos. Inicialmente,
se desarrollan como pre-hemocitos y posteriormente se diferencian en distintos
tipos de células como coagulocitos/granulocitos, plasmatocitos, cianocitos y pre-
hemocitos (Figura 10) (Kavanagh & Reevs, 2004; Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013).
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Cianocito

1)

' Fro-hemocito ‘

Flasmatocito Granulocito

Figura 10. Diferenciacién celular en aracnidos. (Imagen: Miguel Guzman Modificado
Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013).

Ante un estimulo de lesion o la invasion de un patégeno, los granulocitos y
plasmatocitos entran en accion (Figura 11). Se consideran los tipos de hemocitos
mas_importantes para los terafésidos. Los granulocitos son hemocitos que estan
recubiertos de granulos los cuales contienen péptidos antimicrobianos que son
liberados en la hemolinfa en presencia de un estimulo por patégenos externos en el
proceso de degranulacién y fagocitosis (Fukuzawa et al., 2008). El rol de los
plasmatocitos se da principalmente en el proceso de coagulacién, son el tipo mas

comun de hemocito presente en la hemolinfa. Presentan estructuras irregulares y

17



son de un tamafno similar a los granulocitos, también estan involucrados en la

fagocitosis de los patégenos (Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013; Gupta, 2019).

Lesion o enfermedad

Granulocitos »ﬂascada de sefializacion
. ara coagulacion.
Plasmatocitos P 4

Factores de coagulacion

Péplidos antimicrobianos
ACAnnoscumings
ARSI
Crefansinas
Clonedings

Figura 11. Respuesta inmunolégica a lesibn o enfermedad de los aracnidos.

(Imagen: Miguel Guzman; Modificado Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013).
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2.3.7 Células del sistema inmune de los terafésidos.

2.3.7.2 Hemocitos.

La primera descripcion de los hemocitos en un terafésido se le atribuye al
investigador Sherman en 1973, quien trabajo con Aphonopelma marxiy describié la
funcién de sus hemocitos en el proceso de coagulacion y defensa inmunologica. La
diferenciacion de los hemocitos esta catalogada con base en su funcion y anatomia.
Se conocen hasta ahora coagulocitos/granulocitos, plasmatocitos, cianocitos y pre-
hemocitos (Figura 12) (Sherman,1973).

2.3.7.2 Coagulocitos / Granulocitos.

Los coagulocitos también conocidos como. granulocitos, son células de la
hemolinfa de artrépodos que poseen una forma y tamafo variable. Son de forma
esférica y hialina. Estan involucrados en el proceso de la formacion del coagulo
(Vetvicka & Sima, 2012; Gordh & Headrick, 2001). Estas células se encuentran
llenas de granulos que contienen péptidos antimicrobianos que en el proceso de
degranulacién son liberados en la hemolinfa con el objetivo de eliminar patégenos
(Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013). También se les atribuye la eliminacion de

patdégenos por fagocitosis (Fukuzawa et al., 2008).

2.3.7.2 Plasmatocitos.

Se consideran la célula con mayor presencia en la hemolinfa de los artrépodos,
poseen pocos granulos muy finos en su citoplasma y una estructura triangular con
picos-irregulares. Los plasmatocitos son células involucradas en el proceso de
fagocitosis de los patdgenos, asi como también en los procesos de coagulacion
(Sherman, 1981).
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2.3.7.3 Cianocitos.

Los cianocitos son considerados como las células mas abundante en el
corazon de los terafésidos y la menos abundante en la hemolinfa, se estima que
menos del 5% de las células en hemolinfa corresponden a cianocitos (Sherman,
1981) Su forma es redonda y alargada. Son la célula encargada de sintetizar la
hemocianina, proteina encargada del transporte y la distribucién del oxigeno y

liberarla en la hemolinfa (Kemper, 1983).

Pared del corazin

l

Pre-hemocitos
Granulocitos: Plasmatocitos: Cianocitos:
Fagocitosis Fagocitosis Sintasis de hemocianina
Sintesis de moléculas Coagulacion
relacionadas con el sistema
inmunolagico.

Figura 12. Esquema del sistema inmunitario de los terafdsidos; origen y funcién de
las células del sistema inmune (Modificado Kuhn-Nentwig & Nentwig, 2013; Imagen:

Miguel Guzman).
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2.4 Vendmica en artrépodos.

En el veneno de los aracnidos existe una gran abundancia de moléculas aun
no caracterizadas, con funciones para un amplio uso en la farmacologia, Receptores
de canales ionicos, neurotoxinas, péptidos antimicrobianos, péptidos antifungicos,
etc. Sin embargo, la enorme diversidad farmacolégica de estas toxinas ha sido muy
poco explorada (Escoubas & Rash, 2004). A pesar de que existe una gran variedad
de especies de aracnidos, se dice que solo se ha estudiado alrededor de 100 de
estas (Vassilevski et al., 2009).

El veneno en general es una mezcla multicompuesta, tienen como finalidad
el paralizar a la presa, matarla en algunos casos y hasta fungir como funcién de
repelente (Bettini, 2013; Mebs, 2002). Particularmente, la composicién del veneno
de terafésidos esta constituida predominantemente por péptido-toxinas de nudos de
cistina, cuya actividad principal es la paralisis casi inmediata de las presas,
modulando el canal idnico en las células musculares (Klint et al., 2012; Undheim et
al., 2013; Herzig & King, 2013).

A la fecha, se han identificado y caracterizado péptidos antimicrobianos del
veneno de algunas especies de aracnidos como Pandinus imperator, Centruroides
suffusus, Vaejovis punctatus y Ornithoctonus hainana (Corzo et al., 2001; Zhao et
al., 2011; Garcia et al., 2013; Ramirez-Carreto et al., 2015).
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2.5 Péptidos antimicrobianos.

2.5.1 Generalidades de los péptidos antimicrobianos.

Los organismos eucariontes comunmente se encuentran expuestos a una
ingente cantidad de microorganismos (bacterias, hongos, levaduras, parasitos y
virus), las tarantulas no son la excepcién y poseen mecanismos de defensa ante el
ataque de patdgenos. Las tarantulas han desarrollado mecanismos de proteccion
propios al sistema inmunitario conocido como innato. Uno de estos métodos se basa
en la sintesis péptidos antimicrobianos (AMPs), que son moléculas pequefias (<10
kDa) de caracter peptidico y longitud variable desde 10 hasta mas de 50
aminoacidos (Zasloff, 2002; Harris et al., 2009; Gutsmann, 2016). Estas moléculas
actuan sobre distintos microorganismos patégenos como bacterias Gram positivo,
Gram negativo, hongos, levaduras e incluso virus (Bulet et al., 1999). Los péptidos
suelen tener como caracteristica en comun que poseen carga positiva y son
hidrofébicos (Reddy et al., 2004).

2.5.2 Clasificacion de péptidos antimicrobianos.

Los AMPs se clasifican con base en su estructura y su secuencia, de esta
manera se dividen en distintas familias como lo son las defensinas, péptidos ricos
en glicina, péptidos ciclicos, y fragmentos de hemocianina (Kuhn-Nentwig et al.,
2013).

2.5.2.1 Defensinas.

Son pequeios péptidos catidnicos ricos en cisteina, que naturalmente se
encuentran en una vasta cantidad de organismos vertebrados e invertebrados, y las
plantas y organismos del reino fungi no son la excepcion (Wu et al., 2014). Las
defensinas identificadas en artropodos son particularmente pequefas; son péptidos
compuestos por 37 residuos de aminoacidos que mantienen un patrén de enlaces
de cisteinas (C1-C4, C2-C5, C3-C6) (Froy & Gurewitz, 2003). La actividad
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antimicrobiana primaria de las defensinas es contra bacterias Gram positivos.
Particularmente, se han caracterizado defensinas de varios géneros de
araneomorfos (Araneae) (Argiope, Cupiennis, Phoneutria, Tegenaria) que
presentan una homologia de 75-100% a nivel de aminoacidos (Baumann et al.,
2010).

En tarantulas (Theraphosidae) existe el reporte de la OH-Defensina,
caracterizada del veneno de Ornithoctonus hainana que posee actividad inhibitoria
para bacterias Gram positivos, Gram negativos y levaduras. Sin-.embargo, no se ha
demostrado la presencia de defensinas en las células de ningun migalomorfo
(Lorenzini et al., 2006).

2.5.2.2 Péptidos ricos en glicina.

Péptidos antimicrobianos que se caracterizan por un alto contenido de glicina
en su estructura (71-73%) y solo de 6 a 8 aminoacidos adicionales. Hasta ahora en
arafias se conocen dos subfamilias muy similares, las acanthoscurrinas y las
ctenidinas. En los terafésidos (Theraphosidae) se han aislado y caracterizado dos
isoformas de la tarantula Acanthoscurria gomesiana, acanthoscurrina 1y 2 tienen
una longitud de 130 y 132 aminoacidos respectivamente y ambas una masa
molecular cercana a 10 kDa, estos péptidos han demostrado actividad en contra de
Escherichia coli, Micrococcus Luteus y Candida albicans. Se sabe que se expresan
de manera constitutiva en los hemocitos de las tarantulas Acanthoscurria (Lorenzini
et al., 2003; Fukuzawa et al., 2008). En el caso de las ctenidinas, se han aislado 3
isoformas de la arafa errante (Cupiennius salei). Son péptidos de no mas de 120
aminoacidos de longitud y un peso molecular menor a 10 kDa que presentan

actividad contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Baumann et al., 2010).

2.5.2.3 Péptidos ciclicos.
En tarantulas (Theraphosidae) un ejemplo de este tipo de péptidos es
conocido como gomesina, un péptido pequefio de 2.3 kDa, aislado de los hemocitos

presentes en la hemolinfa de la tarantula Acanthoscurria gomesiana. La gomesina
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posee una estructura ciclica sin limites fijos (Open-Ended) constituida por 18
aminoacidos (Silva et al., 2000). La gomesina se encuentra expresada
constitutivamente en los granulocitos de la tarantula y es liberada en la hemolinfa
ante un estimulo de un lipopolisacarido. La gomesina ha probado ser util afectando
el crecimiento de 24 microorganismos entre los que se encuentran bacterias Gram
positivos, Gram negativos, hongos y levaduras (Fukuzawa et al., 2008). Ha sido
desafiada tambien contra organismos eucariotas como Leishmania amazonensis y
eritrocitos humanos, mostrando tambien actividad citotoxica tanto en experimentos
in vitro como in vivo. Se ha propuesto que la citotoxicidad de la gomesina es debida
a que se involucra con la entrada de iones a canales de calcio de tipo L, asi como
la sefalizacion intracelular y la generacion de especies reactivas de oxigeno (Soletti
et al., 2010).

2.5.2.4 Fragmentos de hemocianina.

En los ultimos afios, se ha caracterizado un péptido antifungico presente en
la hemolinfa de Acanthoscurria rondoniae. Como su nombre lo indica, este péptido
no posee actividad inhibitoria contra bacterias Gram positivos o bacterias Gram
negativos, por otro lado, es efectivo inhibiendo el crecimiento de hongos y
levaduras. El péptido fue bautizado como Rondonina (IQYEGHKH) y se encuentra
en la porcion del carbono terminal de la subunidad “D” de la hemocianina (Figura

13) de Acanthoscurria rondoniae (Riciluca et al., 2012).
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Figura 13. Las siete subunidades de hemocianina de Aphonopelma hentzi;
etiquetado en la derecha, hexameros laterales mostrados en diferentes colores: (a)

verde;(b) gris; (c) marrdn;(d) amarillo; (e) rosa;(f) azul; (g) rojo (Burmester, 2012).
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2.6 Péptidos antimicrobianos de invertebrados.

Mas de 150 péptidos antimicrobianos (AMP) han sido caracterizados en
distintos organismos invertebrados. El primer AMP aislado de un insecto fue
caracterizado a partir de la hemolinfa de la polilla de cecropia (Hyalophora cecropia)
en los afios 80. Desde entonces mas de 150 AMPs han sido identificados en
organismos invertebrados (Vizioli & Salzet, 2002). Se han aislado también de
insectos voladores como la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), la abeja
comun europea (Apis cerana) y en escarabajos como el escarabajo de la harina
(Tenebrio molitor) e invertebrados acuaticos como el cangrejo herradura japonés
(Tachypleus tridentatus) y el camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei) (Reddy et
al., 2004). Los AMPs también se encuentran en diversas especies de artropodos
como escorpiones, garrapatas, cangrejos herradura, arafas y tarantulas (Iwanaga,
2002; Zhao et al., 2011; Yi et al., 2015; Wang & Wang, 2016).
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Cuadro 2. AMPs identificados en algunos invertebrados

Péptido Organismo de origen Tejido Bibliografia
antimicrobiano
Cecropina A Bombyx mori H,E Vizioli & Salzet, 2002
Drosomisina Drosophila melanogaster H Imler & Bulet, 2005
Androctonin Androctonus australis H Ehret-Sabatier et al.,
1996
Oh-Defensina Ornithoctonus hainana \Y Zhao et al., 2011
IP-Defensina Ixodes persulcatus H Saito et al., 2009
VpAmp 1y 2 Vaejovis punctatus GV Ramirez et al., 2015
Cssb54 Centruroides suffusus V Garcia et al., 2013
Defensin-like Haemaphysalis longicornis H Zhou et al., 2007
Ctenidina Cupiennius salei H Baumann et al., 2010
Gomesina Acanthoscurria gomesiana H Silva Jr et al., 2000
Acanthoscurrina  Acanthoscurria gomesiana H Fukuzawa et al., 2008
Pandinina Pandinus imperator Vv Corzo et al., 2001

H, Hemolinfa; E, Epitelio; V, Veneno; GV, Glandula de veneno.
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2.6.1 Péptidos antimicrobianos de aracnidos.

A pesar del amplio estudio de los AMPs en invertebrados, su caracterizacion
en aracnidos es escasa. Se han caracterizado y purificado péptidos de la hemolinfa
de varias especies de garrapata (Boophilus microplus, Ixodes persulcatus,
Haemaphysalis longicornis, Amblyomma hebraeum) que poseen actividad
inhibitoria contra bacterias Gram positivos y Gram negativos. En algunas especies
de escorpiones (Androctonus australis Y Centruroides limpidus.) (Ehret-Sabatier et
al, 1996; Fogaca et al., 1999; Ren et al., 2004; Rodriguez de la Vega et al., 2004;
Zhou et al., 2007; Saito et al., 2009). En organismos mas cercanos a los terafésidos
se ha caracterizado la ctenidina un péptido rico_en glicina aislado de Cupiennius
salei (Baumann et al, 2010).

Los terafdsidos, organismos de metabolismo lento, carentes de sistema
inmunitario adaptativo y habitantes de lugares privados de luz, humedos, calidos
(temperaturas superiores a los 25°C) y aislados, se desarrollan en un ambiente
idoneo para el crecimiento y desarrollo de una ingente cantidad de patogenos,
desde microorganismos hasta parasitos. Debido a esto, los terafésidos han
desarrollado un sistema inmune innato muy poderoso (Zhao et al., 2005; Mirghani
et al, 2012; Wright & Goodacre, 2012).

Particularmente, en terafésidos se han caracterizado péptidos como la
gomesina, la acanthoscurrina 1 y 2; caracterizada en Acanthoscurria gomesiana y
la rondonina de Acanthoscurria rondoniae (Silva Jr et al., 2000; Lorenzini et al.,
2003). También, se han caracterizado AMPs provenientes del veneno de varias
especies de aracnidos como Pandinus imperator, Centruroides suffusus, Vaejovis
punctatus y Ornithoctonus hainana (Corzo et al., 2001; Zhao et al., 2011; Garcia et
al., 2013; Ramirez-Carreto et al., 2015) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Comparacion de la actividad antibiotica de los distintos

péptidos antimicrobianos reportados en terafésidos (Theraphosidae).

Actividad inhibitoria
M.0 Gomesina | Rondonina | Acanthoscurrinas Juruina OH-
Defensina
Bacterias Gram positivo
Staphylococcus | A ND NP ND A
sp.
Listeria NP NP NP NP NP
monocytogenes
Bacterias Gram negativo
Escherichia coli | A ND A ND A
Salmonella tiphy | NP NP NP NP NP
Levaduras
Candida A A A A A
albicans
Saccharomyces | NP NP NP NP NP
cerevisiae
Candida Sp. A

A: Actividad inhibitoria reportada contra la especie; ND: Actividad inhibitoria no
detectada en el ensayo contra la especie; NP: Actividad inhibitoria no probada
contra la especie.
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Il. HIPOTESIS

En el veneno de Theraphosa stirmi existen péptidos antimicrobianos con

actividad inhibitorias en bacterias y levaduras.
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. JUSTIFICACION

En la actualidad el principal tratamiento para combatir infecciones
bacterianas ha sido el uso de antibioticos, sin embargo, en los ultimos afnos se ha
visto limitada la eficacia de estos, debido a que se ha generado resistencia por parte
de los microorganismos patégenos. Menos del 2% de la investigacidon farmacoldgica
esta enfocada al desarrollo de nuevos antibiéticos y se estima que para el afio 2050
la principal causa de mortalidad en el mundo sean las afecciones relacionadas con
la resistencia bacteriana. Se prevén hasta 10,000,000 muertes por afo debido a
esto. Aunado a este hecho, el desarrollo de antibiéticos en las ultimas tres décadas
ha sido escasa, solo se han desarrollado variantes de los farmacos, pero no nuevos
principios activos. Debido a esto, es importante desarrollar nuevas alternativas con
caracteristicas antibacterianas y de esta manera desarrollar nuevas alternativas
antibidticas. Se sabe que en el veneno-y en sistema inmunitario de los aracnidos
existe una gran abundancia de nuevas moléculas aun no caracterizadas con
funciones para una amplia variedad de receptores con actividad en canales de
sodio, potasio y calcio, péptidos antimicrobianos, péptidos antifungicos, etc. A pesar
de que existe una gran variedad de especies de aracnidos, se estima que solo se
ha estudiado alrededor de 100 especies distintas. Theraphosa es un género poco
estudiado de artropodos y no existe caracterizacion alguna de péptidos propios del
sistema inmunitario en este género. Es por eso que en el presente trabajo se
pretende caracterizar la actividad antibidtica de bacterias Gram positivos, Gram

negativoy levaduras.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la actividad antimicrobiana del veneno de Theraphosa stirmi

4.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar quimicamente el veneno de Theraphosa stirmi

2) Determinar el efecto antibacteriano del veneno de Theraphosa stirmi

3) Determinar el efecto antibacteriano de las fracciones provenientes del veneno
de Theraphosa stirmi.

4) Determinar el efecto antifungico del veneno de Theraphosa stirmi
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V. METODOLOGIA

5.1 Especimenes

El modelo animal utilizado para el presente trabajo de investigacion fue la
tarantula Goliat de Borgofia (Theraphosa stirmi). En total dieciséis ejemplares de
entre 20-25 cm de envergadura, reproducidas en cautiverio, que fueron
proporcionadas por el aracnario de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autdbnoma de Querétaro (Registro U.M.A en tramite). Los ejemplares
fueron mantenidos en terrarios individuales de (50x50x30 cm) con una mezcla 1:1
de Peat moss y fibra de coco (Peat moss/Fibra de coco, Petmmal®) a una
temperatura de 28°- 30°C con humedad relativa de 90%. Se mantuvieron con agua
disponible en todo momento y fueron alimentadas 2 veces por semana con

cucaracha de Madagascar (Gromphadorhina portentosa).

5.2 Declaracion de ética
El uso de los ejemplares y la metodologia fue llevado a cabo bajo la
aprobacion del comité institucional de bioética de la Universidad Auténoma de

Querétaro con el numero de registro 119FCN2018.

5.3 Extraccion de veneno

El.veneno se extrajo por medio de estimulacion eléctrica en la base de los
queliceros, para ello las tarantulas se privaron de alimento durante una semana con
el objetivo de obtener una mayor cantidad de veneno. Previo a la extraccion, las
tarantulas se anestesiaron con isoflurano (Sofloran® Vet, PISA® Agropecuaria), Se
colocaron micro tubos estériles (Flex-Tube®, Eppendorf Quality™) de 1.5 ml bajo
los colmillos de las tarantulas para recibir el veneno (Figura 15). La electro-
estimulacion se aplico utilizando electrodos de una fuente de poder modificada para
electroforesis. (PowePac Basic, Bio-Rad, Hércules, CA, USA Cat # 164-5050) a 15
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volts por 2 segundos con intervalos de 2 segundos entre choques durante 1 minuto
(Figura 14). El veneno fue liofilizado y posteriormente almacenado a -70°C. (Rocha-
e-Silva et al., 2017).

Figura 15. Extraccion de veneno de  Figura 14. Electro estimulacion de quelicero.

Theraphosa stirmi.
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5.4 Cuantificaciéon de proteina

Se determiné la concentracién de proteina en el veneno utilizando el método
del acido bicinconinico (BCA), el cual es un método basado en colorimetria que
combina la reduccion del éxido de cobre Il (Cu?*) a 6xido de cobre | (Cu't) en medio
alcalino (reaccion de Biuret) utilizando acido bicinconinico (Figura 16). Los
resultados son comparados con una curva estandar de albumina sérica bovina
(BSA) y medidos a 562 nm (Fujimoto et al.,1951).

OH- 2 Acido bicinconinico (BCA)

Purpura
e apanp X Reaccion dependiente de cul+ - Compléjo BCA-Cul* A= 562
Temperatura nm

Figura 16. Fundamento del método del acido bicinconinico. Adaptado: Fujimoto et
al.,1951).

5.5 Fraccionamiento del veneno

El procedimiento de RHPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucién de
fase reversa) del veneno de la tarantula Theraphosa stirmi se llevd a en las
instalaciones del Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Quimica. Se
utilizaron 100 pg de proteina para cada inyeccion, usando como solucion A: agua/
Acido trifluoroacético al 0.1 %, y como solucién B: acenotinitrilo / Acido
trifluoroacético 0.09%, con un flujo de 1 ml/minuto, en una columna C18, 4.6 x 250
mm, aplicando un gradiente lineal 1.6%, de 0-100% de solucion B. Posteriormente,
para ajustar la pendiente y realizar una mejor separacion, se trabajé con un
gradiente lineal 0.65%, de 0-59% de solucién B. La absorbancia fue monitoreada a
210 nm.
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5.6 Microorganismos utilizados

Las cepas de bacterias y levaduras utilizadas en los ensayos experimentales
pertenecen a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC - American Type
Culture Collection): Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750), Salmonella
tiphymurium (ATCC 14028), Candida albicans (ATCC 276), Saccharomyces
cerevisiae (ATCC MYA-198),Listeria monocytogenes (ATCC 7644) y Escherichia
coli (ATCC 25922).
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5.7 Ensayos antibiéticos

5.7.1 Ensayo antibacteriano del veneno de Theraphosa stirmi

La actividad antimicrobiana del veneno se analiz6 mediante un ensayo de
inhibicion del crecimiento liquido utilizando la bacteria Gram-negativo Salmonella
tiphymurium (ATCC 14028) y la bacteria Gram-positivo Staphylococcus
saprophyticus (ATCC baa-750) que se cultivaron en caldo BD Difco™ Mueller-
Hinton. La determinacion de la actividad antimicrobiana tanto del veneno completo
como de las fracciones obtenidas por RHPLC, se realizé utilizando un ensayo de
dilucién de caldo de microdilucién por quintuplicado en placas estériles de 96
pocillos a un volumen final de 100 pl. Las fracciones y el veneno se probaron por
triplicado. las placas de 96 pocillos se incubaron en camaras humedas a37°+2 C
durante 20 horas. Los resultados se analizaron mediante la medicion de
absorbancia en un lector de placas a 655 nm, con la finalidad de determinar el grado
de inhibicion del crecimiento bacteriano. Los protocolos se apegaron a los manuales
del CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute, 2016).

Se realizé un ensayo de difusién en disco en placas Petri estandar utilizando
Agar Luria-Bertani (LB). Se vertieron 100 yL de caldo BD Difco™ Mueller-Hinton
con el inoculo ajustado a 0.5 en la escala de McFarland. Se utilizaron 5, 10y 20 ug
de veneno para empapar los discos de papel filtro de 6 mm (Whatman No. 42) y 5,
10y 20 ug de proteina de cada una de las fracciones obtenidas de la separacion
por RHPLC. Los discos se colocaron sobre las superficies de cada placa con agar
Luria-Bertani. Se utilizaron los microorganismos Staphylococcus saprophyticus
(ATCC baa-750) y Salmonella tiphymurium (ATCC 14028). Las placas se incubaron
invertidas a 37° + 2 C por 18 horas. Posteriormente, se midieron los halos de

inhibicién incluyendo el diametro de los discos (Mahasneh & EI-Oglah, 1999; Rossi
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et al., 2002).

Como ultimo ensayo, se realizd el ensayo de extension en placa con los
microorganismos Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750), Salmonella
tiphymurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) y Escherichia
coli (ATCC 25922). Se tomd una colonia aislada de cada bacteria, se incub6-en
caldo BD Difco™ Mueller-Hinton durante 24h a 37 + 2. Después de 24h los tubos
fueron centrifugados a 5500 g x 10 minutos y se decantd el sobrenadante,
posteriormente se les afladidé 10 ml de H20 estéril y se repitié el proceso tres veces.
Se realizaron diluciones seriadas hasta obtener una concentracién de inéculo
(UFC/ml) deseable para el ensayo. Se manejaron tres placas como controles
negativos y tres placas como tratamiento, asi como tres placas controles no
inoculados (CNI). Para el control negativo se extendieron 100 pl con un aza de
cristal en placas con agar Luria-Bertani y se incubaron invertidas a 37 + 2°C. Para
el tratamiento se extrajeron 800 pl de la solucién y posteriormente se afiadieron 800
Mg de veneno completo de Theraphosa stirmi. Se dejoé reposar a temperatura
ambiente durante 1 h (32°t 2 C). Posteriormente se extendieron 100 ul con un aza
de cristal en placas con agar Luria-Bertani y se incubaron invertidas a 37 + 2°C
durante 24h. El control no inoculado consistié de placas con agar Luria-Bertani el

cual no se le fue inoculado ningun microorganismo (Zhao et al., 2011).

5.7.2 Ensayo antimicético del veneno de Theraphosa stirmi

El ensayo antifungico se realizé usando un ensayo de extension en placa con
los microorganismos Candida albicans (ATCC 276) y Saccharomyces cerevisiae
(ATCC MYA-198). Se tomo6 una colonia aislada de cada microorganismo, se incub6
en 10 ml caldo en caldo YPDB, durante 24h a 37°C + 2 °C para Candida albicans y
25°+ 2 C para Saccharomyces cerevisiae. A las 24h los tubos fueron centrifugados
a 5500 G x 10 minutos y se decanto el sobrenadante. Posteriormente se les afiadié
10 ml de H20 estéril y se repitié el proceso tres veces. Se realizaron diluciones
seriadas hasta obtener una concentracién de inéculo (UFC/ml) deseable para el
ensayo. Se extendieron 100 pl con un aza de cristal en placas con agar Luria-Bertani
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y se incubaron durante 24h a 37 + 2 C para Candida albicans y 25°+ 2 C para

Saccharomyces cerevisiae. Para el tratamiento se extrajeron 800 pl de la solucién

y posteriormente se afiadieron 800 ug de veneno de Theraphosa stirmi y se dejo

reposar a temperatura ambiente durante 1 h (32°t 2 C) posteriormente se

extendieron 100 pl con un aza de cristal en placas con agar Luria-Bertani y se

incubaron invertidas. El control no inoculado consistio en placas con agar Luria-

Bertani el cual no se le fue inoculado ningun microorganismo (Zhao et al., 2011).

Cuadro 4. Concentracion de inéculo de cada especie de microorganismo.

Concentracion de inéculo UFC/ml

Especie

2.6x103 Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
1x103 Salmonella tiphymurium (ATCC 14028)
1x10? Escherichia coli (ATCC 25922)
1x103 Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-
750
1x10? Can)dida albicans (ATCC 276)
1x103 Saccharomyces cerevisiae (ATCC MYA-198)
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5.8 Analisis filogenético

Con el objetivo de conocer la cercania evolutiva entre distintas especies de
aranas (Araneae). En algunas de las cuales se ha reportado la caracterizacion de
péptidos antimicrobianos provenientes de su veneno y sistema inmunitario. Se
realizé un arbol filogenético en BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling
Trees) (Suchard et al., 2018). Con las condiciones: Modelo de susitucion: HKY,
frecuencias base: Estimadas, modelo de sitio de heterogenicidad: Ninguno, Clock
type: Estricto, Tree model: UPGMA starting tree (Hasegawa & Kishino, 1985). Se
repitio utilizando MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Kumar et al.,
2018) bajo las mismas condiciones y finalmente ‘con Clustal Omega (Madeira, y
otros, 2019). Las condiciones se basaron en las de estudios previamente realizados
en aracnidos (Sirvid, Moore, Chambers, & Prendergast, 2013; Garrison, y otros,
2016; Foley, y otros, 2019)

En los tres métodos se utilizé la secuencia FASTA de aminoacidos de la
“Subunidad 1 - NADH deshidrogenasa” de cinco especies del suborden
araneomorfos (Araneomorphae), cuatro especies del suborden migalomorfos
(Mygalomorphae) de familias diferentes a las tarantulas (Theraphosidae) y catorce
especies pertenecientes a 9 géneros distintos de tarantulas (Theraphosidae),
incluyendo las 3 especies hasta ahora taxonomizadas del género Theraphosa

obtenidas del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI, 1988).
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5.9 Andlisis estadistico

Se desarrollo un analisis estadistico de los resultados de la microdilucion en placa,
el conteo de UFC de la metodologia de extension en placa. Se utilizé el software
estadistico IBM SPSS® Statistics version 23 (IBM, 2015) con un nivel de
significancia de P < 0,05 y una prueba de Tukey HSD (diferencia honestamente
significativa), para la metodologia de extension en placa se realiz6 una ANOVA de

con un nivel se significancia de P < 0,05.
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VI.

6.1 Fraccionamiento del veneno de Theraphosa stirmi

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizando cromatografia de fase reversa, se obtuvo un cromatograma del

veneno crudo de Theraphosa stirmi (Figura 17), el cual se dividi6 en cuatro

cuadrantes (Figura 18), que dieron como resultado cuatro fracciones que se

utilizaron en la prueba de microdilucién en plato y en la prueba de difusion en disco.
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Figura 17.Cromatograma de veneno completo de Theraphosa stirmi; 1% B/min.
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Figura 18. Cromatograma del veneno crudo de Theraphosa stirmi, se muestra la
separaciéon en color rojo que corresponde a cada fraccion recolectada; F1:0-15",
F2:15-30°, F3:30-45", F4:45-60’.

6.2 Actividad antibacteriana del veneno de Theraphosa stirmi determinada

mediante la inhibicién del crecimiento liquido

La actividad antibacteriana del veneno de Theraphosa stirmi se analizd
utilizando una especie de bacteria Gram positivo y una especie de bacteria Gram-
negativo. Se desafio a los estos organismos en concentraciones que van de 1.25 a
20 pyg 'y se demostrd que con estas concentraciones y siguiendo esta metodologia
no existe inhibicion del crecimiento de la bacteria Gram-negativo Salmonella
tiphymurium (ATCC 14028) y la bacteria Gram-positivo Staphylococcus
saprophyticus (ATCC baa-750).
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6.2.1 Actividad antibacteriana de las fracciones del veneno de Theraphosa
stirmi determinada mediante la inhibicion del crecimiento liquido

La actividad antibacteriana de cuatro fracciones obtenidas del veneno de
Theraphosa stirmi por medio de cromatografia liquida de fase reversa se analizé
utilizando una especie de bacteria Gram positivo y una especie de bacteria Gram-
negatio. Se desafio a los estos organismos en concentraciones que van de 1.25 a
20 ug de cada fraccion y se demostré que con estas concentraciones'y siguiendo la
metodologia antes planteada no existe inhibicion significativa del crecimiento de la
bacteria Gram-negativo Salmonella tiphymurium (ATCC 14028) (Figura 20) y la
bacteria Gram-positivo Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750) (Figura 19).

Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750)
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Figura 19. Comparacién de la inhibicion del crecimiento utilizando distintos
tratamientos: las cuatro fracciones; F1(amarillo), F2(marrén), F3(Azul obscuro),
F4(verde). Veneno (gris), Kanamicina (Gris claro), Albumina sérica bovina (azul
claro), Control no inoculado (CNI)/(naranja). A las mismas concentraciones 1.25,
2.5,5, 10y 20 ug con el microorganismo S. saprophyticus (ATCC baa-750).
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Salmonella tiphymurium (ATCC 14028)
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Figura 20. Comparaciéon de la inhibicién del crecimiento utilizando distintos
tratamientos: las cuatro fracciones; F1(verde), F2(azul obscuro), F3(marrdn),
F4(gris obscuro). Veneno (gris claro), Kanamicina (azul claro), Albumina sérica
bovina (naranja), Control no inoculado (CNI)/ (azul real). A las mismas
concentraciones 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 ug con el microorganismo S. tiphymurium
(ATCC 14028).

6.2.2 Actividad antibacteriana del veneno de Theraphosa stirmi determinada
mediante difusiéon en disco

La actividad antibacteriana del veneno de Theraphosa stirmi se analizd
utilizando una especie de bacteria Gram positivo y una especie de bacteria Gram-
negativo. Se desafio a las bacterias Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750)
y Salmonella tiphymurium (ATCC 14028) contra 5, 10 y 20 pyg de proteina
cuantificada en veneno crudo y un control positivo de 5 ug de kanamicina. Se
observé que con estas concentraciones y siguiendo esta metodologia no existe un
halo de inhibicién cuantificable que indique disminucion del crecimiento de la
bacteria Gram-negativo Salmonella tiphymurium (ATCC 14028) y la bacteria Gram-
positivo Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750). Las imagenes se
capturaron utilizando ChemiDoc MP Imaging System © Bio-Rad (Figura 21 y 22).
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6.2.3 Actividad antibacteriana de las fracciones del veneno de Theraphosa
stirmi determinada mediante difusiéon en disco

La actividad antibacteriana de cuatro fracciones obtenidas por la
separacion del veneno de Theraphosa stirmi mediante RHPLC, se analizé utilizando
una especie de bacteria Gram positivo y una especie de bacteria Gram-negativo.
Se desafio a las bacterias Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750) y
Salmonella tiphymurium (ATCC 14028) contra 5, 10 y 20 pug de proteina cuantificada
en cada una de las fracciones y un control positivo de 5 pg de kanamicina. Se
observd que con estas concentraciones y siguiendo esta metodologia no existe un
halo de inhibicion cuantificable que indique disminucion del crecimiento de la
bacteria Gram-negativo Salmonella tiphymurium (ATCC 14028) y la bacteria Gram-
positivo Staphylococcus saprophyticus (ATCC. baa-750). Las imagenes se
capturaron utilizando ChemiDoc MP Imaging System © Bio-Rad (Figuras 21 y 22).
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Figura 21. Medio agar Luria-Bertani, Bacterias 0.5 McFarland. A1: Fraccion 0-15
min vs Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750); A2: Fraccién 0-15 min vs
Salmonella typhimurium (ATCC 14028); B1: Fraccion 15-30 min vs Staphylococcus
saprophyticus (ATCC baa-750); B2: Fraccién 15-30 min vs Salmonella typhimurium
(ATCC 14028); C1: Fraccion 30-45 min vs Staphylococcus saprophyticus (ATCC
baa-750); C2: Fracciéon 30-45 min vs Salmonella typhimurium (ATCC 14028).
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Figura 22. Medio agar Luria-Bertani, Bacterias 0.5 McFarland. D1: Fraccion 30-45
min vs Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750); D2: Fraccion 30-45 min vs
Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

6.2.4 Actividad antibacteriana del veneno de Theraphosa stirmi determinada
mediante extension en placa

La actividad antibacteriana con el método de extension en placa, se realizd
utiizando dos bacterias Gram positivos y dos bacterias Gram negativos:
Staphylococcus saprophyticus (ATCC baa-750), Salmonella tiphymurium (ATCC
14028), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Escherichia coli (ATCC 25922). Se
desafio a las cuatro especies de bacterias a 800 ug de proteina de veneno puro. El
resultado del ensayo demostré que a esta concentracion de proteina y siguiendo
esta metodologia, no existe una reduccién significativa en el conteo de colonias del

tratamiento comparado con el grupo control (Figura 23).
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6.1.5 Actividad antimicética del veneno de Theraphosa stirmi determinada
mediante extensién en placa

La actividad antimicotica se evalud utilizando el método de extension en

placa y las levaduras Candida albicans (ATCC 276) y Saccharomyces cerevisiae
(ATCC MYA-198). Se desafiaron contra 800 ug de proteina de veneno puro. Se
observd que no existe diferencia significativa entre el numero de colonias
desarrolladas en el grupo control y en el grupo de tratamiento, se demostré que con
esta concentracion de proteina de veneno y bajo esta metodologia, no existe

actividad antimicética significativa (Figura 23).
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Figura 23. Resultado del conteo de UFC promedio de los ensayos realizados con
una concentracién de 800 ug/ml de veneno crudo de Theraphosa stirmi para la

prueba de extensién en placa.
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6.3 Arbol filogenético

Del analisis filogenético realizado con los diferentes softwares, se encontro
una marcada division entre los subdérdenes de araneomorfos (Araneomorphae) y los
migalomorfos (Mygalomorphae) de subfamilias distintas a las tarantulas
(Theraphosidae), asi como también de los migalomorfos de la subfamilia
Theraphosidae. Se encontré una agrupacién de las especies pertenecientes al
mismo género y a géneros sinonimo como Haplopelma y Ornithoctonus (World
Spider Catalog, 2019) o recientemente separados como es el caso del género

Tliltocatl y Brachypelma (Mendoza & Francke, 2020) (Figura 24).
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{) Tarantulas americanas

Macrothele calpeiana
Titanidiops canariensis
r— Acanthoscurria geniculata
b—— Acanthoscurria suina
Aphonopelma seemanni
Brachypelma boehmei

o_ & _|: Thiltocatl vagans

Brachypelma Hibrido
Theraphosa apophysis

'—"0_: Theraphosa blondi
Theraphosa stirmi
Haplopelma schimidtr
Omithoctonus aureotibialis
|~ Avicufaria avicularia
o — Avicularia versicolor

L] .
T Grammostola burzaquensis

*Especies del sub-orden migalomorfos (Mygalomorphae) de sub-familias distintas a Theraphosidag)
Figura 24. Arbol filogenético de distintas especies del orden Araneae (A), suborden
Araneomorphae (B), Sub- orden Mygalomorphae (C). Especies araneomorfos
(Rojo); Especies migalomorfos de subfamilias distintas a las tarantulas
(Theraphosidae) (Verde); Migalomorfos pertenecientes a la subfamilia

Theraphosidae (Azul).
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Discusién

En el presente trabajo se evaluaron cuatro fracciones del veneno de
Theraphosa stirmi separadas por cromatografia liquida de alta resolucion fase
reversa y el veneno crudo. Se evaluaron utilizando tres metodologias distintas
contra cepas tipificadas y los ensayos por triplicado. A partir de los hallazgos
encontrados, se rechaza la hipdtesis que establece que en el veneno de
Theraphosa stirmi existen péptidos antimicrobianos con actividad inhibitorias en
bacterias y levaduras, debido a que no se encontré diferencia significativa en el uso

de las fracciones o el veneno completo comparado con el grupo control.

Estos resultados se relacionan con lo que sostienen (Saez et al., 2010) grupo
que hasta el ano 2010 mencionaban que. no. existian reportes de péptidos
antimicrobianos de accién a membrana (MAMPs). Por otra parte, se han reportado
mas de 40 AMPs del suborden de los araneomorfos (Araneomorphae). Los primeros
reportes de AMPs en araneomorfos fueron realizados por Yan y Adams en 1998,
quienes identificaron péptido-toxinas con potencial antimicrobiano y antifungico en
el veneno la araia lobo (Lycosa carolinensis) las cuales fueron clasificadas como
lycotoxinas. En posteriores afios Tan et al., 2013 identificaron otro péptido en otro
araneomorfo del género Lycosa, lo bautizaron como “lycosina-I” una péptido-toxina
que presenta -actividad antibacterial y antifungica. Estos araneomorfos se
encuentran dentro del orden Araneae que es lo que actualmente conocemos como
aranas, en el cual se engloban también los migalomorfos (Mygalomorphae)
suborden que incluye a la familia de los terafésidos (Theraphosidae) animales que
en la actualidad llamamos coloquialmente como “tarantulas”, la media determinada
de la fecha propuesta por los siguientes autores (Ballweber et al, 2002; Averdam et
al., 2003; Ayoub et al, 2007; Hedges & Kumar, 2009; Rix & Harvey, 2012; Dimitrov
et al, 2013; Sharma & Wheeler, 2014; Bond et al., 2014; Xu et al., 2015; Fernandez
et al., 2018) indica que los araneomorfos y los migalomorfos presentan una

divergencia de aproximadamente 318 millones de afios (MYA) (Figura 25).
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Lo que puede explicar por qué existe una diferencia en la composicién del
veneno de los araneomorfos y los migalomorfos. Sin embargo, Jung y sus
colaboradores en el aflo 2006 comprobaron que una toxina que este mismo grupo
habia caracterizado y bautizado como “GsMTx-4” |la cual fue aislada del veneno de
la tarantula chilena (Grammostola rosea) un migalomorfo de la familia-de las
tarantulas (Theraphosidae), posee actividad antimicrobiana ademas de actividad
inhibitoria de canales de potasio. En afos mas recientes el grupo de Zhao vy
colaboradores identificaron otro péptido con potencial antimicrobiano proveniente
del veneno de otro migalomorfo también englobado en la familia Theraphosidae,

Ornithoctonus hainana (Ornithoctoninae).

Realizando un analisis sobre estudios filogenéticos recientes de la familia
Theraphosidae por los autores como Luddecke et al., 2018 y Foley et al., 2019. Se
encontré una marcada divergencia entre la subfamilia Ornithoctoninae (Tambien
conocidas como las tarantulas de Asia) (Figura 24), subfamilia a la cual pertenece
la Ornithoctonus hainana (La tarantula-estudiada por Zhao y colaboradores en 2011)
y la subfamilia Theraphosinae a la cual pertenecen las especies del género
Theraphosa con la que trabajamos en el presenta estudio. Esto concuerda con el
arbol desarrollado en el presente trabajo, donde ademas se incluy6 una especie del
género Grammostola la cual segun el alineamiento se muestra en un clado con una
cercania mayor con tarantulas asiaticas (subfamilia Ornithoctoninae) en contraste
con las tarantulas americanas (subfamilia Theraphosinae), ademas de una lejania

evolutiva mayor, estando mayoritariamente emparentada un ancestro comun de
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Theraphosidae (Figura 24).

Mesothelae

Mygalomorphae Araneomorphae

Opisthothelae

Araneae
Figura 25. Relacion filogénica de los subdrdenes Mesothelae, Mygalomorphae,
Araneomorphae (Modificado de Coddington, 1991; Fuentes de imagen; A:
Schwendinger, 2017, B: Underground Reptiles, 2020, C: Schubert, 2019).
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Por otro lado, la mayoria de los péptidos provenientes del veneno en
tarantulas (Theraphosidae) que han sido caracterizados a la fecha, son
denominados como “neurotéxinas”. Pero también se han caracterizaron péptidos
provenientes del veneno tarantulas, en este caso de Psalmopoeus cambridgei
(Theraphosidae) la cual demostrd no poseer actividad inhibitoria con bacterias Gram
negativo o Gram positivo, aunque si un notable efecto en la fase intraeritrocitaria de
Plasmodium falciparum (Choi et al., 2004 ). Otro péptido proveniente del veneno de
una tarantula sudamericana (Avicularia juruensis) demostré no tener actividad
contra bacterias Gram positivos ni Gram negativos, pero si demaostré tener actividad
antifungica contra varias especies del género Candida (Ayroza et al., 2012). Este

fue bautizado como “Juruina”.

En un analisis BLASTp (Altschul et al, 1997) de las secuencias de
aminoacidos de los péptidos antimicrobianos reportados provenientes de
terafésidos (Theraphosidae) en un rango de porcentaje de identidad de 50-100, con
el péptido proveniente de la tarantula Grammostola, nombrado: GsMTx-4
(MKTSVVFVIAGLALLSVVCYASELKEQSSVNEVLSTIFHFEQPEERGCLEFWWKC
NPNDDKCCRPKLKCSKLFKLCNFSFGK) se encontrdé identidad con proteinas
denominadas como “Toxin-like” o las “tipo toxinas” si lo traducimos al espafiol. Con
el mismo organismo de origen de GsMTx-4 y Phrixotrichus scrofa otra especie de
tarantula que comparte area de distribucion con Grammostola (Sherwood et al.,
2019), Chilobrachys guangxiensis una tarantula asiatica que pertenece a la
subfamilia Ornithoctoninae que abarca al género Haplopelma (Figura 28), género al
que pertenece el otro organismo terafésido en el que se ha caracterizado un péptido
antimicrobiano
(MLCKLSMFGAVLGVPACAIDCLPMGKTGGSCEGGVCGCRKLTFKILWDKKFG)
caracterizado a partir del veneno de estas, en dicho analisis se encontré identidad
solamente con péptidos denominados “Defensin-like” o “como defensinas” en
espanol, de organismos del suborden Apocrita que engloba especies de abejas,

hormigas y avispas, el cual no guarda identidad con ninguna “péptido-toxina”
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reportada en terafésidos (Figura 27). Ademas, en un analisis de dominio de GsMTx-

4 se encontré un domino conservado con la super familia de “toxinas-12” (Figura

26), la cual esta constituida por péptidos inhibidores de canales iénicos (Liu et al.,

2003; Lu et al., 2020).

Reports Lineage Organism

17 sequences selected (2]
Taxonomy Number of hits Number of Organisms

ETheraphosidae 27 5

. EGrammaostola 15 2

. Grammeostola rosea 14 1

. Grammostola porteri 4. 1

Selenotypus plumipes i 1

- Chilobrachys guangxiensis 8 1

. Paraphysa scrofa 3 1

Grammostola rosea hits

Grammostola porteri hits
Selenotypus plumipes hits

Chilobrachys guangxiensis hits

Paraphysa scrofa hifs

Figura 26. Analisis BLAST del péptido GsMTx-4.

Reports Lineage Organism

9 seguences selected (2]

Descriptions Graphic Summary Alignments

Taxonomy Number of hits Number of Organisms
ElHolometabola 12 7
. BlApocrita uli] 6
. . BHApoidea 6 5

. Megachils rotundata X 1

. . B&pinae 4 3

+ . Melipona quadrifasciata 1 1

. Bombus terrestris 1 1

. Eufriesea mexicana 2 1

. Dufourea novaeanglias 1 1

. Masonia vitripennis 4 1

. Trypoxylus dichotomus 2 1

Megachile rotundata hits

Melipona quadrnifasciata hits
Bombus terrestris hits
Eufriesea mexicana hits

Dufourea novaeangliae hits
Nasgnia vitripennis hits
Trypoxylus dichotomus hits

Figura 27.Analisis BLAST del péptido OH-Defensina.
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Protein Classification

Toxin_12 d in-cont P in {domein architecture ID 10544074)
Toxin_12 domain-centaining protein

Graphical summary [WESN RNt A show exira options =

1 15 30 45 B0 75 &2

| | | | | | | | |
Query seq,  HKTSYYFYIAGLALLSYYCYASELKEUSSYNEYLSTIFHFEQPEERGCLEFUWECNFND DK CCRPKLKESKLF KLCNF SFGH
Specific hits F Y
Superfanilies Toxin_12 superfamily

Figura 28. Clasificacion de dominio de GsMTx-4; Super familia “Toxin-12".

Los resultados obtenidos de los ensayos antibacterianos y antifungicos con
el veneno crudo y el veneno separado por cromatografia de fase reversa de la
tarantula Goliat (Theraphosa stirmi), demostraron que a pesar de que existen
distintos organismos que poseen péptidos antimicrobianos en su veneno, ya sea
por una accioén secundaria o por la citotoxicidad de las enzimas en su veneno, no
es una regla aplicable a todos los organismos denominados como venenosos, pues
no podemos clasificarlos como si tuvieran un origen cercano en comun (ejemplo:
Entre el género Theraphosa y el género Crotalus existe un estimado de 736 MYA
de divergencia (Kumar et al., 2017)).

Aun teniendo una anatomia y morfologia similar, como es el caso de aranas
(Araneomorphae) y tarantulas (Mygalomorphae) y yendo mas alla comparando
incluso especies del mismo género (ejemplo: Entre Aphonopelma reversum vy
Aphonopelma californicum existe una divergencia estimada de 6.4 MYA (Starrett et
al., 2013)). Es necesario y prudente realizar mas estudios sobre el sistema
inmunitario en organismos invertebrados venenosos, con el fin de elucidar
realmente la robustez de su sistema inmunitario innato, asi como también realizar
estudios mas robustos sobre la composicion del veneno de estos y sus mecanismos

de accion en presas y microorganismos de la misma.

56



VI. CONCLUSIONES

o Se determind que con los analisis antibacterianos con el veneno
completo y el veneno fraccionado con la tecnologia de cromatografia de fase
reversa y con las cepas utilizadas, el veneno de Theraphosa stirmi no posee
péptidos con actividad antibacteriana.

o Se determiné que con los andlisis antifungicos con el veneno completo
y el veneno fraccionado con la tecnologia de cromatografia de fase reversa y
con las cepas utilizadas, el veneno de Theraphosa stirmi no posee péptidos
antifungicos.

o Los péptidos antimicrobianos reportados, obtenidos desde el veneno
de terafésidos, presentan una divergencia mayor comparada con el género
Theraphosa que comparado entre los dos géneros de terafésidos con péptidos
antimicrobianos obtenidos del veneno hasta el dia de hoy (Haplopelma y

Grammostola)
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