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Resumen

Titulo: Evaluacién de las propiedades antibacterianas del veneno de una poblacién de Lachesis
acrochorda Garcia,1986 (Serpentes:Viperidae) del Carmen del Chucuri, Santander.”
Autor: SepUlveda-Gonzalez, David Arturo™

Palabras Clave: L. acrochorda,Viperidae, pruebas antimicrobinas, SARM, S. aureus

Descripcion:

Las infecciones bacterianas son causa de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. Debido a seis
décadas de uso indiscriminado de antibidticos, las bacterias se han vuelto cada vez mas resistentes
a medida que avanza el tiempo. La resistencia a antibidticos se ha llevado a la OMS a clasificar las
infecciones bacterianas dentro de las 10 principales causas de muerte en todo el mundo. Para
combatir esta problemaética se han investigado nuevas fuentes de agentes microbianos de origen
natural. Entre ellos, los venenos de serpiente destacan por tener una alta cantidad de sustancias
farmacoldgicamente activas debido a su composicion proteica inusual y compleja. Entre las
serpientes, los miembros de la familia Viperidae son conocidos por su diversidad de componentes
del veneno lo que las ha llevado a ser los protagonistas en estos estudios de inhibicion bacteriana.
En Colombia hay 6 géneros de vipéridos, entre los cuales destaca el género Lachesis; entre sus
miembros estan las viboras mas grandes del mundo, habitan en zonas boscosas remotas haciéndolas
dificil de encontrar y mantener en cautiverio por lo que solo hay pocos estudios caracterizando la
composicion de su veneno, asi como su perfil de inhibicion bacteriano. En Santander se encuentra
la especie L. acrochorda, la cual no cuenta con estudios de actividad antimicrobiana. El objetivo de
este trabajo fue caracterizar la actividad antimicrobiana del veneno crudo de la serpiente L.
acrochorda. El veneno liofilizado se evalud en cuatro cepas bacterianas, dos Gram positivas y dos
Gram negativas. Ademas, se realizé un analisis composicional del veneno mediante las técnicas de
RP-HPLC y SDS-PAGE tanto unidimensional como bidimensional. El veneno pudo inhibir
exitosamente las bacterias Gram positivas S. aureus y SARM. Los resultados encontrados aportan
al conocimiento de la busqueda de nuevos agentes antibacterianos en el veneno de serpiente

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Herminsul de Jesis Cano, Ph.D y Co-
Director: Juan David Bayona Serrano, Ph.D.
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Abstract

Title: Evaluation of the antibacterial properties of the venom of a population of Lachesis acrochorda
Garcia, 1986 (Serpentes: Viperidae) from Carmen del Chucuri, Santander *
Author(s): Sepulveda-Gonzalez, David Arturo ™

Key Words: L. acrochorda, Viperidae, antibacterial activities, SARM, S. aureus

Description:

Bacterial infections are a cause of mortality and morbidity throughout the world. Due to six decades
of indiscriminate use of antibiotics, bacteria have become increasingly resistant as time progresses.
Antibiotic resistance has led the WHO to rank bacterial infections among the top 10 causes of death
worldwide. To combat this problem, new sources of microbial agents of natural origin have been
investigated. Among them, snake venoms stand out for having a high amount of pharmacologically
active substances due to their unusual and complex protein composition. Among snakes, members
of the Viperidae family are known for their diversity of venom components, which has led them to
be the protagonists in these bacterial inhibition studies. In Colombia there are 6 genera of viperids,
among which the genus Lachesis stands out; among its members are the largest vipers in the world,
they inhabit remote forested areas making them difficult to find and keep in captivity, so there are
only a few studies characterizing the composition of their venom, as well as their bacterial inhibition
profile. In Santander, the species L. acrochorda is found, which has no antimicrobial activity studies.
The objective of this work was to characterize the antimicrobial activity of the raw venom of the
snake L. acrochorda. The lyophilized venom was evaluated in four bacterial strains, two Gram-
positive and two Gram-negative. In addition, a compositional analysis of the venom was carried out
using the RP-HPLC and SDS-PAGE techniques, both one-dimensional and two-dimensional. The
venom was able to successfully inhibit the Gram-positive bacteria S. aureus and MRSA. The results
were found to contribute to the knowledge of the search for new antibacterial agents in snake venom.

“ Bachelor Degree Work
“* Science Faculty, Department of Biology, Advisor: Herminsul de Jests, Ph.D. and Co-advisor:
Juan David Bayona Serrano, Ph.D
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Introduccion

Las bacterias son patdgenos peligrosos que pueden causar enfermedades infecciosas
(Medina et al., 2016; Woodford y Livermore, 2009). En la Gltima década,la resistencia de éstas a un
gran espectro de antibioticos tradicionales se ha convertido en un problema clinico alarmante
(Medina et al., 2016; de Oliveira-Junioret al., 2013). Como respuesta a esta situacion la busqueda
de nuevos compuestos antimicrobianos de fuentes no convencionales, entre ellas los venenos
animales queconstituyen una fuente rica de sustancias farmacol6gicamente activas, se ha convertido
en un area bastante explorada (Vargas et al., 2012).

Las serpientes son uno de los grupos de animales vertebrados mas reconocidos por la
diversidad de toxinas que sus venenos contienen, incluyendo varias moléculas bioprospectables
(Bordon et al., 2020; Brogden et al., 1988; Mackessy, 2021). Multiples trabajos han aislado y
probado las propiedades antibacterianas de componentes individuales del veneno de serpiente
encontrando que las principalestoxinas con efectos antibacterianos suelen ser las L-aminoécido
oxidasas (LAAO), las fosfolipasas A2 (PLA2), las hialuronidasas (HYA) y las metaloproteinasas
de veneno de serpiente (SVMP) (Rheubert et al., 2020; Stiles et al.1991; Vargas et al.,2012).
Ademas, los venenos de diferentes serpientes muestran una actividad diferencial hacia cepas de
bacterias especificas lo que los hace candidatos interesantes para buscar posibles moléculas con

efectos antibacterianos (Rheubertet al., 2020). Los venenos crudos de varias especies de la familia
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Viperidae han mostrado efectividad contra cepas Gram positivas, Gram negativas, bacilos y cocos
(Charvart et al., 2018). Dentro de los componentes comunes del veneno de este grupo de serpientes
las PLA2 y los LAAO fueron en gran medida las proteinas conmayores efectos antibacterianos
(Charvart et al., 2018).

En Colombia contamos con un total de 20 especies de vipéridos distribuidas en 6 géneros,
algunos de los cuales ya han demostrado poseer componentes de sus venenos con actividad
antimicrobiana (Boda et al., 2019; Uetz, 2021). Dentro de este grupo se encuentra el género Lachesis,
conformado por especies cominmente conocidas como “verrugosas”, siendo el género de viboras
méas grande del mundo (Diniz-Sousa et al, 2018). En Colombia se registran las especies L.
acrochorda y L.muta que suelen habitar areas boscosas remotas siendo dificiles de encontrar y
mantener en cautiverio (Diniz-Sousa et al.,2018). Debido a la dificultad para obtener muestras de sus
venenos se han realizado pocos estudios caracterizando su composicion y posibles efectos
antibacterianos (Diniz-Sousa et al., 2020). Sin embargo, en la especie L. muta fue encontrada una
PLA2 (LmutTX) con capacidades antibacterianas contra cepas Gram negativas y Gram positivas
(Diniz-Sousa et al.,2018). Ademas, péptidossintéticos disefiados a partir de LmutTX demostraron
también ser efectivos agentesantimicrobianos y una interesante posibilidad de bioprospeccion
(Diniz-Sousa et al.,2018).

Con todo lo anterior, este estudio analizé las propiedades antibacterianasdel veneno crudo de
la vibora L. acrochorda, para aumentar el estado de conocimiento de la especie. Ademas, se realiz
unarevision de la informacion disponible en la literatura sobre los efectos antibacterianos reportados
en otras especies de serpientes para compararlos con los datos encontrados para L. acrochorda en

este trabajo.
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1.0bjetivos

1.1 General

Caracterizar la actividad antibacteriana del veneno crudo de la serpiente L. acrochorda

Garcia, 1986 (Serpentes:Viperidae).

1.2 Especificos

e Describir la composicion proteica del veneno mediante los métodos de SDS-PAGE
y HPLC.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del veneno de la serpiente L.
acrochorda de una poblacion de San Vicente de Chucuri (Santander).

e Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del veneno de la serpiente
L. acrochorda de una poblacion de San Vicente de Chucuri (Santander).

e Comparar la CMI y la CMB del veneno de la poblacion estudiada de L. acrochorda
con la informacion reportada para otras especies de serpientes en la literatura.

e Recopilar y organizar la informacién reportada en la literatura sobre los efectos

antibacterianos encontrados en venenos de serpientes.
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2. Competencias

e Comprende el uso y significado de una prueba de concentracion minima inhibitoria
y bactericida.

e Interpreta correctamente los resultados obtenidos en las pruebas dandoles significado
bioldgico.

e Analiza apropiadamente la literatura relacionada para abordar los resultados
obtenidos.

e Buscay recopila de forma eficiente la informacion disponible en la literatura sobre
el tema de interés utilizando diferentes bases de datos y argumentos de bdsqueda.

e Elabora un informe final en el formato de la biblioteca de la Universidad Industrial

de Santander.

3. Materiales y métodos

3.1 Obtencién del veneno

Se us6 un pool de veneno de los individuos adultos de L. acrochorda. Estas muestras de veneno se
obtuvieron del banco de tejidos de lacoleccion herpetolégica de la Universidad Industrial de

Santander. Las muestras estaban liofilizadas y conservadas a -80°C dentro de viales estériles.
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3.2 Cepas bacterianas

En este proyecto se utilizaron las cepas de Escherichia coli (ATCC 11775), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), SARM (CMPUJ)), y Salmonella enteritidis subsp. Enterica serovar. enteritidis
(ATCC 13076) pertenecientes al Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM)
de la universidad industrial de Santander. Todas las cepas se mantienen conservadas a -80 °C y se

reactivan previos a los ensayos correspondientes en medio BHI.

3.3 Screening bacteriano

Las cepas bacterianas Gram negativas se cultivaron en caldo Luria Bertani (LB, DifcoTM, Nueva
jersey, EE.UU) y las cepas Gram positivas se cultivaron en caldo Mueller-Hinton (MERCK
Darmstadt, Germany) durante 12 horas hasta superar la fase exponencial; y luego se ajustaron a una
turbidez correspondiente a 0,5 en la escala de McFarland, indicando una concentracion de ~
1.5 X 106 UFC/mL.

La actividad antimicrobiana del veneno de L. acrochorda fue evaluada usando el método de
dilucion en caldo (CLSI MQ7). Las muestras se incubaron en proporcién 1:1 a concentraciones de
50, 100, 500 y 1000 ppm las cuales se incubaron en microplacas de 96 pocillos por 8 horas a 37 °C

a 200 rpm. Las lecturas de densidad oOptica se realizaron cada hora a 595 nm para determinar los
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cambios en la cinética de crecimiento ocasionada por el veneno. Como control de crecimiento se

uso solucidn salina estéril y como control de la inhibicion se usé Ofloxacina.

3.3.1. Concentracion minima inhibitoria y minima bactericida. La evaluacién del CMl y el
CMB de las bacterias patogenas E. coli (ATCC 11775), Salmonella enteritidis subsp. Enterica
serovar. enteritidis (ATCC 13076), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) y SARM (CMPUJ); se
realiz6 siguiendo el protocolo del CLSI documento M27-A2 y el protocolo de microdilucion en
caldo estandarizado en el GIBIM (Céceres et al., 2020; Espinel-Ingroff et al., 2004). La CMI fue
definida como la menor concentracion de antibi6tico que produce una inhibicion en el crecimiento
de bacteriano. Los valores de CMI50 y CMI90 corresponden a las dosis capaces de inhibir el 50 y
90% del crecimiento bacteriano, respectivamente. La CMB fue definida como la concentracion
minima capaz de inhibir completamente el crecimiento bacteriano (Espinel-ingroff et al., 2004). Se
realizo evaluacion de diferencias significas utilizando t-test student (95% de confianza) y ANOVA

de una via en cada una de las cepas evaluadas.

3.3.1.1. MIC. Se prepar6 un pre-inoculo a partir de un cultivo en placa fresco de cada una de las
cepas. Se utilizo caldo Luria—Bertani (LB; Merck) para E. coli (ATCC 11775) y S. enteritidis
(ATCC 13076); y caldo Mueller-Hinton (MH; Merck) para S. aureus (ATCC 29213) y S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) (CMPUJ), los pre-inéculos fueron incubados por un periodo de
12 horas a 37°C y 200 rpm, hasta alcanzar una concentracion bacteria una de 4.6X108 Unidades

Formadoras de Colonia por mL (UFC/mL), segln la escala de Mcfarland. El indculo se preparo a
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partir del pre-indculo llevandolo a 30 mL con medio estéril, obteniendo una absorbancia entre 0,07

y 0,1 (equivalente a ~5X10° UFC) (Espinel-ingroff et al., 2004).

Posteriormente se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando 100pL del in6culo
bacteriano en microplacas y se evaluaron concentraciones seriadas del péptido sintetizado libre y
nano-encapsulado para las dos cepas. Las placas se incubaron a 37°C con agitacion constante y se
procedié a medir la absorbancia durante cada hora en un espectrofotometro lector de microplacas

ELISA (Bio-rad, Imarck) a 595 nm.

3.3.1.2. MBC. Una vez evaluada la cinética de crecimiento de las cepas patdgenas, se tomo una
alicuota de 100 pL de cada pozo que contenga las diferentes concentraciones del péptido y se incubo
en 900uL de medio infusién cerebro corazén (BHI) en tubos eppendorf a 37°C durante 24 horas. Se
tomd una alicuota de 10puL de cada tubo y se transfirié a placas de agar BHI con el fin de corroborar
el efecto bactericida en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas. El valor de la
CMB se definié como la concentracion minima capaz de inhibir el 100% del crecimiento bacteriano

en comparacion con el control positivo (sin tratamiento) (Espinel-ingroff et al., 2004).

3.4 Descripcion composicional del veneno

3.4.1. RP-HPLC. Se usaron 4 mg del veneno liofilizado de L. acrochorda disueltos en 500 pL

de una solucion al 0.1% de &cido trifluroacético (TFA) en agua. Seguido a esto, se realizé un quick

por un minuto para homogenizar la solucion. Posteriormente, la solucion con la muestra se aplico a


usuario
Nota adhesiva
Cambiar por que yo no miré peptidos.


18

una columna Purospher (r) STAR RP-18 endcapped (micro-m) (250 mm x 4,6 mm) y se separo
mediante RP-HPLC en un cromatografo Shimadzu Prominence. Las proteinas eluyeron en un
gradiente de la solucién A (0,1% TFA en agua) hacia la solucion B (0,1% TFA en acetonitrilo) de
la siguiente manera: A durante cinco minutos, 0-24% de B en 14 minutos, 24%-40% B en 44
minutos y 40%-50% de B por 64 minutos a una velocidad de 1,0 mL/min (Fernandez et al., 2010).
La corrida cromatografica fue monitoreada a 220 nm, las fracciones fueron recolectadas y

liofilizadas en tubos eppendorf.

3.4.2. MALDI-TOF. La masa molecular de los fragmentos obtenidos por RP- HPLC se
determinaron por espectrometria de masas MALDI-TOF (TOFSpec SE, Micromass, Reino Unido).
Los fragmentos del veneno se disolvieron en 500 uL. TFA al 50% (v/v) en Acetonitrilo-Agua. La
matriz de ensayo consistia en una solucion al 0.7 mg/mL de acido a-Cyano-4-hydroxycinnamic
(HCCA). La solucién y la matriz se colocaron en una placa masiva MALDI y se secaron en horno

durante 5 minutos.

3.4.3. SDS-PAGE. Para evaluar el material proteico, el grado de purificacion y el peso molecular
del veneno de L. acrochorda, se realizd electroforesis SDS-PAGE. Se usaron geles de
Acrilamida/Bisacrilamida de concentracion 5%, y de separacion de 12%. Las muestras de la
secrecion mucosa y sus fracciones se mezclaron con buffer Laemmli (3.55 mL de agua tipo I; 1.25
mL de Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8; 2.5 mL de glicerol; 2 mL de SDS al 10% y 0.2 mg de azul de
bromofenol al 0.5%). Se incubaron durante 5 minutos a 95 °C y se cargo 15 pL por pozo. Se usé un

marcador de peso molecular con rango entre 14.4 y 116 kDa. Los geles se corrieron a un voltaje
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inicial de 30 V por 20 minutos hasta que las muestras entraron en el gel de separacion;
posteriormente, se subio el voltaje a 150 V hasta el final de la corrida. La coloracion de proteinas se
llevé a cabo mediante la técnica de Coomassie, se sometié el gel a una solucién de tincién de
Coomassie R-250 durante 1 hora, seguido de solucién para decolorar (50 % metanol, 10 % acido
acético) hasta lograr la respectiva visualizacion de las bandas (Laemmli, 1970). Este procedimiento

se realizé por triplicado.

3.4.4. SDS-PAGE bidimensional. El veneno de L. acrochorda fue separado por electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). Las proteinas obtenidas en el proceso anterior
fueron analizadas por electroforesis bidimensional (2D-PAGE), técnica descrita por O’Farrel (1975)
y modificada por Gorg et al., (1988). 2D-PAGE es una técnica que permite la separacion proteinas
o “spots” dependiendo de dos propiedades independientes de estas (propiedades moleculares de
carga (punto isoeléctrico) y peso molecular) (Suarez et al., 2021).

Se utilizaron tiras de gradientes de pH inmovilizado (IPG-Strip) de rango de pH 3-10 no
lineal. La muestra fue mezclada y cargada al IPG-strip de 17 cm en una proporcién 1:1 con buffer
de rehidratacion (Urea 8 M, Chaps 2%, DTT 50 Mm, Anfolitos 0.2% y Azul de bromofenol 0.1%)
durante 12 a 14 horas (Suarez et al., 2021).

Las proteinas se separaron en un Protean IEF cell (Bio-Rad) segln su punto isoeléctrico en
una primera etapa conocida como isoelectroenfoque (IEF). Posteriormente, se realizaron un paso de
equilibrio mediante un proceso de reduccion-alquilacion en un buffer que contiene Urea 6 M, 0.375
M Tris-HCI pH 8.8, SDS 2%, Glicerol 20% y DTT 2%, logrando asi la reduccion de puentes

disulfuro en la muestra; un segundo paso se llevd a cabo con una solucion que contiene
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lodoacetamida 2% en lugar de DTT para bloquear los grupos sulfhidricos (Gorg et al. 1988a). Cada
paso se realiz6 por 30 minutos en agitacion constante (Suarez et al., 2021).

En la segunda etapa las proteinas fueron separadas de acuerdo con su peso molecular
(Laemmli 1970). Se corrié un SDS-PAGE en una camara electroforética Protean xi Cell (Bio-Rad)
a 200v. Se us6 buffer de corrida (Glicina 1.44%, Tris-base 0.2%, SDS 0.1%) para la migracion de
las proteinas. EI peso molecular y punto isoeléctrico de las muestras se determind comparando la
movilidad electroforética de los marcadores PageRulerTM unstained protein ladder, 2D-SDS-
PAGE Standards (Suarez et al., 2021).

Finalmente, los geles se fijaron en una solucion de Metanol 50% y Acido fosférico 2%. Para
realizar la tincién de los geles obtenidos se prepar6 una solucion de metanol 33%, acido fosférico
3%, sulfato de amonio 17% y azul de coomassie G-250, posteriormente, los geles se lavaron con
agua MQ y se almacenaron en una solucion decolorante débil (Metanol 5% y Acido acético 10%).

Cada experimento fue corrido por triplicado (Suarez et al., 2021).

3.5 Revision y comparacion de los datos reportados en la literatura con la actividad

encontrada en L. acrochorda

Se realiz6 un levantamiento bibliografico sistemético en las bases de datos Web of Science (WoS),
Scopus, Redalyc y PubMed utilizando una ecuacion de busqueda con una serie de palabras claves
seleccionadas que involucren trabajos relacionados con actividades antibacterianas encontradas en
venenos de serpientes restringiéndola al periodo de 1970 a 2021 en las secciones del resumen, titulo

y palabras clave de cada documento (Sweileh et al., 2016).
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Cada articulo fue leido y analizado para incluir solo las publicaciones que presentaron datos
explicitos sobre actividades antibacterianas del veneno de serpiente (en el caso de trabajos de
investigacion, comunicaciones breves e informes de casos), 0 que contengan una recopilacion
revisada de estos (en el caso de resefas, libros, capitulos de libros y otros).

Para cada publicacion, se reviso todo el documento para extraer y colocar la siguiente
informacion en la base de datos: afo, titulo, tipo de publicacion, palabras clave, familia,género,
especie, tipo de cepa inhibida, aproximacion metodoldgica y familia de toxinas.

Luego, se generd una base de datos que permitira identificar los grupos de serpientes con
mayor cantidad de datos disponibles, cuéles son las toxinas que presentan actividadantibacteriana
con mayor frecuencia y cuéles son las cepas bacterianas que muestran susceptibilidad a las toxinas
de serpientes, entre otros. Estos datos permitiran realizar una revisién profunda del estado del

conocimiento sobre los efectos antibacterianos reportados en venenos de serpiente.



22

4, Resultados

4.1 Screening bacteriano

Los resultados muestran que el veneno de L. acrochorda posee actividad antimicrobiana frente a
los patégenos Gram positivos S. aureus y SARM con un efecto inhibitorio similar (Figural Ay
B). Sin embargo, a la mayor concentracion evaluada (1000 ppm) el veneno no presentd inhibicion

significativa de las cepas Gram negativas S. enteriditis y E. coli (Figural Cy D).
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Figura 1. Cinética de inhibicion del veneno de L. acrochorda frente a: A) S. aureus; B)
SARM,; C) S. enteritidis; y D) E. coli.

Cada color representa cada una de las concentraciones de veneno que fueron evaluadas en
cada una de las cepas bacterianas evaluadas. En el eje x esta el tiempo en horas y en el eje y se

encuentra el porcentaje de crecimiento.

Las bacterias Gram positivas S. aureus y SARM (Figura 1, A y B) mostraron resultados
similares de inhibicidn con un valor de 49.87 % a una concentracién de 100 ppm para ambas cepas;
lo que indica susceptibilidad ante el veneno de L. acrochorda.

Por otro lado, las cinéticas de las cepas Gram negativas mostraron valores especificos
entre ellas. En S. enterica subsp. Enterica serovar. enteritidis la concentracion de 1000 ppm
alcanzd a inhibir el 45% del crecimiento a las 8 horas de cultivo (Figura 1, C). Para E. coli, el
crecimiento de las muestras tratadas no muestra diferencia frente a las muestras de control de
crecimiento; ademas, la inhibicién en las concentraciones més altas no supera el 32% (Figura 1,

D)



4.1.2 Concentracion minima inhibitoria y minima bactericida.

Tabla 1.

Valores de MICso, MICg0 y MBC

24

Microorganismo MICso MICoo MBC
S. aureus
250 ppm >1000 ppm No presenta
(ATCC 21213)
SARM
250 ppm >1000 ppm No presenta
(CMPUJ)
S. enteritidis
>1000 ppm >1000 ppm No presenta
(ATCC 13076)
E. coli
>1000 ppm >1000 ppm No presenta

(ATCC 11775)

Luego de determinar las MICso, MICgo para las cuatro cepas evaluadas, solo las cepas Gram

positivas que fueron inhibidas por el veneno de L. acrochorda arrojaron valores de MICsp (Tabla

1). El valor de MICso para S. aureus y SARM fue de 250 ppm. En ninguna de las cepas bacterianas

fue posible establecer un valor de MBC.
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4.2 Descripcion composicional del veneno

4.2 1. Perfiles electroforéticos

Figura 2. Separacion de proteinas provenientes del veneno de L. acrochorda por A) Electroforesis
SDS-PAGE por triplicado; B) Electroforesis bidimensional SDS-PAGE; y C) Marcador de peso

molécular.
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Figura 3. Separacion de los componentes del veneno crudo de L. acrochorda por RP-HPLC en
una columna Purospher (r) STAR RP-18 (250 X 4.6 mm) a flujo de 1 min/mL. Los nimeros en el

cromatograma indican los picos que fueron recuperados.

Al analizar el veneno crudo de L. acrochorda por SDS-PAGE (Figura 2, A) se encontraron
patrones de bandas complejos con componentes de alto y bajo peso molecular, variando desde los
10 kDa hasta méas de los 200 kDa. Dentro del perfil electroforético bidimensional es posible ver

que todas las bandas encontradas anteriormente tienen una amplia variedad de isoformas; como

Time [min]
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no se usé un marcador de PI, el valor se determin6 de forma visual dado que las proteinas se
encuentras en lado basico del gel, el pH probablemente sea de ~6-8. Por otro lado, al realizar el
RP-HPLC del veneno de L. acrochorda se pudieron separar 11 componentes mayoritarios en
diferentes tiempos de retencion (Figura 3).

Utilizando los picos liofilizados obtenidos del RP-HPLC del veneno crudo de L.
acrochorda se realiz6 un andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF en el laboratorio de
cromatografia y espectrometria de masas de la UIS. Los datos de los espectros identificados fueron
generados, pero por limitaciones de tiempo; entre ellas el constante cierre de laboratorios durante
la pandemia, el analisis no fue realizado. Esos datos seran considerados y revisados en trabajos

futuros para determinar la composicién de toxinas del veneno de la especie.

4.3 Revision y comparacion de los datos reportados en la literatura

El uso masivo de antibidticos a mediados del siglo XX resulté en una disminucion
dramética de la tasa de mortalidad en todo el mundo (Wu et al., 2020). En la actualidad, las
infecciones asociadas a bacterias son causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo (Okubo
et al., 2012). Se estima que la incidencia de estas enfermedades alrededor del mundo es del 5 al
10 % en los paises desarrollados y con una frecuencia superior al 25% en paises en via de desarrollo
(Okubo et al., 2012). Sumado a esto, la resistencia bacteriana ha sido el factor principal
responsable del aumento de la mortalidad y costes sanitarios asociados a las infecciones
bacterianas (Ferreira et al., 2011).

Estas enfermedades pueden ser causadas por una serie de microorganismos como bacterias,

hongos y virus: sin embargo, los patdgenos involucrados en estos procesos infecciosos son



28

bacterias constitutivas del microbiota humano normal las cuales son inofensivas en individuos
sanos, pero pueden ser peligrosas en individuos inmunocomprometidos (Okubo et al., 2012).

Adicional a lo anterior, durante seis décadas los antibiéticos se han usado de forma
generalizada, por lo que los patdgenos bacterianos se han vuelto cada vez mas resistentes durante
este periodo de tiempo (Abir et al., 2017; Vargas et al., 2012;), debido a mutaciones especificas
en dianas de antibioticos o adquiridas por genes transposones (Abir et al., 2017; Samy et al., 2014).
La resistencia a antibidticos ha convertido en un problema a las bacterias Gram positivas y Gram
negativas debido a sus capacidades infecciosas (de Oliviera-Franco, 2013). Por ejemplo, para tratar
infecciones quirdrgicas dermales infectadas por Staphylococcus aureus u otros patégenos
similares se usa meticilina, vancomicina, glucopéptidos y betalactamas; sin embargo, la
cicatrizacion de estas heridas sélo tiene éxito moderado en muchos casos (Samy et al., 2014). La
suma de estas condiciones llevo a que la organizacion mundial de la salud clasificara las
infecciones bacterianas dentro de las 10 principales causas de muerte en todo el mundo (Costa et
al., 2015).

Debido a esto en los Gltimos afios se han intensificado los esfuerzos para encontrar nuevos
agentes antimicrobianos de origen natural (Abir et al., 2017; Diniz-Sousa et al., 2018). Los
productos naturales estan superando a los materiales sintéticos al ser una fuente importante de
nuevas diversidades quimicas, nuevos sitios de accion y mecanismos tan Unicos contra los
microorganismos que es poco probable que adquieran resistencia a ellos (Wu et al., 2020). Estos
compuestos no solo son efectivos sino también tienen menos efectos secundarios sobre la salud
humana y el medio ambiente (Wu et al., 2020). Entre ellos, los venenos animales para atacar esta

crisis gracias a su alta cantidad de sustancias farmacologicamente activas debidas a si composicién
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proteica inusual y compleja (Costa et al., 2015; de Oliviera-Franco, 2013; Diniz-Sousa et al., 2018;
Okubo et al., 2012).

Solo alrededor del 20% de las serpientes avanzadas tienen sistemas de liberacion con
colmillos frontales y, por lo general, se les considera de gran interés medico (Accary et al., 2014).
El veneno en las serpientes se produce en glandulas especializadas ubicadas en la mandibula
superior. (de Oliviera-Franco, 2013); dentro de ella se sintetizan la secrecién de proteinas
conocidas como toxinas en las células secretoras de la glandula de veneno (de Oliviera-Franco,
2013). Después de ser metabolizadas, se transfieren al sistema de endomembranas donde el
transporte se dard por los granulos secretores (de Oliviera-Franco, 2013). Estas glandulas
exocrinas especializadas estan conectados a los colmillos por conductos (Accary et al., 2014).

Los venenos de serpiente son una solucion acuosa de multiples compuestos dentro de los
que destacan los péptidos y proteinas (Abir et al., 2017; de Oliviera-Franco, 2013). Estas toxinas
pueden causar una amplia variedad de alteraciones en un organismo, incluso alterar canales y
receptores intracelulares e incluso enzimas (de Oliviera-Franco, 2013); también atacan tejidos y
sistemas neuromusculares (de Oliviera-Franco, 2013).

Sin embargo, no solo se han registrado propiedades dafiinas del veneno sino se han
comenzado a ver como una fuente de compuestos con alta variabilidad quimica y funcional (Abir
et al., 2017; Toyama et al., 2003). Desde pequefios péptidos hasta proteinas, se han permitido
descubrimientos innovadores por lo que se ha estudiado el uso de propiedades farmacoldgicas de
las moléculas presentes en el veneno, viendo como las toxinas son plantillas estructurales para el
disefio y sintesis de agentes terapéuticos contra diferentes patdgenos como bacterias, hongos y
protozoos explorando el potencial biotecnoldgico de estas toxinas (Abir et al., 2017; de Oliviera-

Franco, 2013; Diniz-Sousa et al., 2018; Toyama et al., 2003). En este caso, la revision se centrara
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en los compuestos antimicrobianos como agentes terapéuticos novedosos Yy eficientes con
potencial para atacar las enfermedades infecciosas producidas por estos organismos de forma

eficiente.

4.3.1. Veneno completo. Para los afios 40, las investigaciones sobre la naturaleza de los
venenos de serpiente principalmente se relacionaban segun los aspectos bioquimicos e
inmunoldgicos de esas toxinas. Entre los analisis quimicos y observaciones de manifestaciones
clinicas, algunos trabajos se realizaron en busca de los componentes proteicos altamente
variables junto a la determinacién de dosis letales minimas para numerosas especies de metazoos
y protozoos (Glaser, 1948). Entre estos estudios analizar un posible efecto bactericida en las
toxinas ofidias, resultd una vision atractiva (Accary et al., 2014; Al-Asmari et al., 2015; Aloof-
Hirsch et al., 1968; Blaylock, 2000; Bustillo et al., 2008; Ferreira et al., 2011; igci et al., 2016;
Jami et al., 2010; Moerman et al., 2002; Perumal et al., 2006; Perumal et al., 2007;
Rangsipanuratn et al., 2019; Stocker y Traynor et al., 1986; Talan et al., 1991; Tahir et al.,

2018).

Aunque era razonable esperar accion bactericida en una mezcla predominante de
proteolisinas y citolisinas; no existian estudios que sustentaran dicha teoria (Glaser, 1948). Los
venenos de las serpientes del género Crotalus ademas de haber estado disponibles en la época,
tienen las propiedades mencionadas anteriormente de forma muy notoria manifestando necrosis
en los casos avanzados de ofidismo por lo que son buenos candidatos para las pruebas
antimicrobianas (Glaser, 1948). Este estudio analizo los venenos de Crotalus mitchelli pyrrhus y
C. ruber en pruebas de hemdlisis junto a la actividad en Bacillus subtilis, Escherichia coli

communis, Sarcina sp. Yy Staphylococcus aureus (Glaser, 1948). EI veneno de C. m. pyrrhus
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mostro una mayor actividad que la de C. ruber en todas las pruebas; esto se atribuy6 a una menor
susceptibilidad en los cocos debido a su forma (Glaser, 1948). EI comentario final del autor es que
el uso de estos venenos como agentes terapéuticos es remoto debido a la complejidad de los
constituyentes proteicos que evitan un adecuado analisis quimico (Glaser, 1948).

Por estas épocas los venenos de serpiente se clasificaban en dos grupos principales segun
su actividad hemolitica: los venenos liticos directos, capaces de hemolizar los globulos rojos; y los
indirectos, que necesitan una fuente de fosfatidos para realizar la hemolisis (Aloof-Hirsch et al.,
1968). En las cobras el efecto de lisis en los eritrocitos se produce por la accion sinérgica de dos
componentes del veneno: una proteina basica que es moderadamente hemolitica por si misma
denominada factor litico directo (DLF) y una fosfolipasa A que no presenta actividad bioldgica
por si misma (Aloof-Hirsch et al., 1968). Sin embargo, el DLF es una mezcla de varios
componentes como se evidencio al separarse por electroforesis en papel (Aloof-Hirsch et al.,
1968).

El DLF permite que la fosfolipasa del veneno divida los fosfolipidos de la membrana de
los gl6bulos rojos; aunque también se ha visto una actividad similar en plaquetas y mitocondrias
(Aloof-Hirsch et al., 1968). El factor litico directo (DLF) del veneno de Haemachatus
haemachates fue aislado y purificado mediante la aplicacion sucesiva de &cido tricloroacético
junto a precipitacion de sal (Aloof-Hirsch et al., 1968). Esta proteina tiene 57 residuos
aminoacidos; intramolecularmente cuenta con 4 puentes disulfuro (Aloof-Hirsch et al., 1968). En
pruebas de actividad bioldgica la DLF provoca la inhibicion del crecimiento completo de S. aureus
y E. coli durante 24 horas a una concentracion de 100 pug/mL (Aloof-Hirsch et al., 1968).

Varios afos después se investigo la actividad antibacteriana de los venenos de Naja naja

sputatrix, Vipera russellii y C. adamanteus contra E. coli. La idea del estudio fue comparar



32

venenos con polipéptidos activos en la membrana, como es el caso de N. n. sputatrix, en contra los
que aparentemente no los tenian, los cuales eran V. russellii y C. adamanteus (Stocker y Traynor
et al., 1986). El dafio celular provocado por el veneno de N. n. sputatrix fue evidente en
micrografias electronicas (Stocker y Traynor et al., 1986). Este estudio fue importante ya que
indicaba como la accién del veneno se dirigia hacia la envoltura celular ya que la beta-
galactosidasa se detectd en cada uno de los venenos evaluados evidenciando como el grado de
dafio necesario para permitir la liberacion de constituyentes era pequefio (Stocker y Traynor et al.,
1986).

Otro enfoque interesante lo da el equipo de Talan et al. (Talan et al., 1991) donde se hizo
notar que a pesar de la fuerte contaminacion oral y en los colmillos de las especies de crotalidos
donde se estimaba que existen una gran variedad de bacterias potencialmente patdgenas, durante
el envenenamiento existe una baja incidencia de infeccion bacteriana (Talan et al., 1991). Se
compar6 el veneno de tres especies de crotalidos: C. viridus helleri, C. atrox y C. horridus
horridus; el veneno se probé frente a organismos reportados en las cavidades orales de este grupo,
seis aerdbicos y ocho anaerdbicos; asi como otras bacterias patdgenas representativas aisladas de
pacientes clinicamente infectados (Talan et al., 1991). Mientras la mayoria de las cepas
anaerobicas fueron resistentes a la mayor concentracion de veneno, estos venenos fueron
ampliamente activos contra bacterias aerobias Gram positivas y Gram negativas; por lo que se
Ilegd a plantear que el oxigeno era un cofactor necesario para el efecto bactericida (Talan et al.,
1991). En estudios adicionales se termin0 que el veneno tenia mayor actividad contra
estafilococos, Pseudomonas auriginosa ademas de otras especies de los generos Enterobacter,
Citrobacter, Proteus y Morganella (Talan et al., 1991). Sin embargo, la actividad inhibitoria se

perdio al incubar prolongadamente muchas especies Gram negativas lo que indicaba o una
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recuperacion bacteriana parcial o una disminucién gradual de la actividad del veneno (Talan et al.,
1991).

Un estudio similar busco analizar las propiedades antibacterianas de las serpientes locales
en Sur Africa (Blaylock, 2000). Los venenos de Causus rhombeatus, Bitis gabonica, B. arientans,
Dendroaspis polylepis, D. augusticeps, N. melanoleuca, N. annulifera y Naja mossambica se
probaron contra las cepas bacterianas de S. aureus, E. coli, P. aeriginosa, Bacteroides fragilis, B.
intermedius, Clostridium sordellii y C. perfrigens (Blaylock, 2000). Los venenos de la familia
Viperidae tuvieron mayor efectividad en cepas aerobias, mientras que los miembros de Elapidae
mostrando la misma efectividad contra cepas aerobias y anaerobias; entre ellos resalta el caso del
veneno de D. polylepis el cual solo mostré actividad contra C. perfringens (Blaylock, 2000). EL
trabajo concluyd que las propiedades antibacterianas dependen del tipo de veneno y de cepa
bacteriana debido a que este efecto bioldgico probablemente sea consecuencia de mas de una
toxina (Blaylock, 2000).

De la misma manera para abordar esta problematica debido a la especificidad de la
actividad antibacteriana segun el origen del veneno esta en probar multiples venenos sobre una
cepa de importancia clinica (Perumal et al., 2006). Este es el caso de Burkholderia pseudomallei,
el agente causante de la melioidosis, el cual hace parte del problema de la resistencia a farmacos
(Perumal et al., 2006). Esta bacteria se encuentra distribuida ampliamente en el suelo y el agua
superficial generando casos en todos los continentes, especialmente en el sudeste de Asiay el norte
de Australia (Perumal et al., 2006). La mayoria de los pacientes adultos desarrollan una
enfermedad pulmonar aguda o septicémica, ambas con altas tasas de mortalidad (Perumal et al.,

2006).
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B. pseudomalei se enfrent6 a varios venenos y los resultados del veneno completo se
compararon con LAAO y PLA; aisladas (Perumal et al., 2006). Los venenos de C. adamanteus,
Daboia ruselli ruselli, Agkistrodon halys, Pseudechis australis, B. candidus y P. guttata mostraron
acciones antimicrobianas similares al cloranfenicol y la ceftazidimia; los venenos de la familia
Viperidae mostraron un mayor efecto ante estas cepas que los de la familia Elapaidae (Perumal et
al., 2006). Uno de los efectos més interesantes se vio en C. adamanteus donde si bien disminuyd
la supervivencia celular no mostr6 un efecto evidente sobre la viabilidad celular (Perumal et al.,
2006). Adicionalmente, todos los venenos completos mostraron una mayor actividad que las
LAAO evaluadas; sin embargo, la actividad méas fuerte del estudio la dieron las PLA; aisladas
(Perumal et al., 2006).

Asi mismo, un afio después al comparar los venenos puros de diferentes taxones junto al
de toxinas purificadas para comparar las actividades antibacterianas en cada uno de los casos
(Perumal et al., 2007). Los datos hasta la fecha informaban una posible accion sinérgica entre los
péptidos antimicrobianos y las enzimas del veneno; esta propiedad sinérgica potencial fue el centro
de este tipo de estudios (Perumal et al., 2007). La degradacion enzimética de los fosfolipidos en
la membrana bacteriana diana destacaba como uno de los factores importantes en la propiedad
bactericida de los venenos animales (Perumal et al., 2007).

Este estudio compar6 treinta y cuatro venenos crudos, nueve PLA; purificados y dos
LAAO mediante ensayos de difusion en disco (Perumal et al., 2007). Los venenos de serpientes
mostraron actividad en promedio de dos a cuatro bacterias patogenas diferentes; mostrando datos
comparables a las de los farmacos estandar (Perumal et al., 2007). Entre los venenos examinados,
cuatro especies de Viperidae: D. r. ruselli, Echis carinatus, B. g. rhinoceros y B. arietans; y dos

especies de Elapidae: P. australis y N. n. naja mostraron fuertes efectos antimicrobianos,
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especialmente contra S. aureus. En orden de susceptibilidad las bacterias fueron S. aureus, P.
mirabilis, P. vulgaris, E. aerogenes, P. aeruginosa y E. coli (Perumal et al., 2007). De igual
manera que al estudio anterior, se observo un efecto mas fuerte con los venenos de la familia
Viperidae frente a los de la familia Elapidae (Bustillo et al., 2008; Perumal et al., 2006). También
de forma semejante al estudio anterior, al comparar la accion de los LAAO, fue significativamente
mayor a la de los venenos crudos; también la actividad de las PLA> purificados mostraron la
actividad antimicrobiana més potente (Perumal et al., 2006; Perumal et al., 2007).

Pasado un tiempo, se compararon cuatro venenos de serpiente de la familia Viperidae: A.
rhodostoma, Bothrops jararaca, B. atrox y Lachesis muta contra diez cepas clinicas Gram
positivas y Gram negativas resistentes a medicamentos (Ferreira et al., 2011). Los venenos de A.
rhodostoma y B. atrox fueron activos contra S. epidermidis y Enterococcus faecalis; asi mismo,
B. jararaca inhibio el crecimiento de S. aureus (Ferreira et al., 2011). La actividad de los venenos
fue comparable entre ellos, como se pudo observar al tener MIC similares (Ferreira et al., 2011).
Curiosamente, el veneno de L. muta no mostro ser efectivo a pesar de que se tiene conocimiento
de una PLA: en él, esto se atribuyd a un patrén individual que tienen las serpientes de la familia;
esto se refuerza al ver las dos especies usadas del género Bothrops las cuales tuvieron actividades
diferenciales (Ferreira et al., 2011).

Los datos otorgados por las pruebas fueron abordados desde una perspectiva genémica y
protedmica sugiriendo que las tres especies que mostraron actividad significativa serian fuentes
factibles para buscar prototipos antimicrobianos para el desarrollo de nuevos antibioticos (Ferreira
etal., 2011).

Siguiendo esta metodologia, se evaluaron los venenos de dos cobras: N. arabica y W.

aegyptia; junto a cuatro viboras: E. pyramidum, E. coloratus, Cerestes gasperetti, B. arietans (Al-
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Asmari et al., 2015). En viboras, el veneno de E. coloratus fue el mas eficaz contra las cepas
muestreadas; E. pyramidum y C. gasperettii mostraron efectos medios; mientras, B. arientans
mostré la menor actividad (Al-Asmari et al., 2015). Por otro lado, y a diferencia de lo cominmente
encontrado en literatura, las cobras demostraron ser muy efectivas contra los cinco
microorganismos con datos muy cercanos a los obtenidos en viboras, incluso mas eficaces (Al-
Asmari et al., 2015).

Entre las cepas probadas la méas susceptible fue SARM, seguida de S. aureus, E. coli, E.
faecalis y P.aeruginosa (Al-Asmari et al., 2015). Los venenos de serpiente mostraron actividad
biol6gica comparable a la de los antibidticos, mostrando un efecto dosis dependiente (Al-Asmari
etal., 2015). Esta tendencia si es compatible a lo obtenido en la literatura donde las bacterias Gram
negativas son mas resistentes presuntamente por la membrana externa formada por
lipopolisacéridos que afectan la captacion de péptidos antimicrobianos (Al-Asmari et al., 2015).

Ya con suficientes pruebas de un perfil diferencial en la actividad antimicrobiana en cada
veneno el trabajo de Boda et al. (2019) mostré actividades antimicrobianas en varias especies de
las familias Viperidae y Elapidae mediante la determinacion de concentraciones minimas
inhibitorias y bactericidas para seis cepas bacterias, tres Gram positivos junto a tres Gram
negativos (Boda et al., 2019). Las especies usadas pertenecientes a la familia Elapidae fueron
Acanthopis praelongus, D. angusticeps, N. atra y N. kaouthia; en Viperidae se usaron A. piscivorus
leucostoma, A. p. piscivorous, B. gabonica, C. atrox, C. polystictus, D. siamensis y V. latastei
gaditana (Boda et al., 2019).

Para el género Crotalus aunque sus perfiles fueron similares, se encontraron diferencias en
sus actividades antimicrobinas, indicando que el veneno de C. atrox presentaba mayor actividad

que el de C. polystictus (Samy et al., 2008). De forma similar en el género Agkistrodon a pesar de
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la similitud en los perfiles preoteicos y en las actividades antimicrobianas la susceptibilidad a
K.pneumoniae fue menor en A. p. piscivorus que en A. p. leucostoma (Samy et al., 2008). El
veneno de D. siamensis mostrd la mayor actividad antibacteriana contra las cepas Gram positivas
S. aureus y SARM,; junto a una actividad relativamente alta en la Gram negativa K. pneumoniae,
a pesar de mostrar una composicién simple en comparacién a los otros venenos de vipéridos (Samy
et al., 2008). La actividad de B. gabonica fue moderada frente a todas las cepas estudiadas;
mientras V. lastastei no mostro actividad registrable segun parece a que el veneno tiene carencias
de PLA; en comparacion a las otras viboras estudiadas (Samy et al., 2008).

El objetivo de este estudio fue correlacionar la composicion cualitativa de los once venenos
y su actividad antimicrobiana (Samy et al., 2008). En los elapidos predominan las toxinas de menor
peso molecular, mientras que los de los vipéridos parecen ser mas abundantes en proteinas de
mayor masa (Samy et al., 2008). Ademas, entres ambas familias hay una distincion en la
complejidad de los venenos en donde los venenos de la familia Elapidae son mucho mas simples
en comparacion a los de la familia Viperidae (Samy et al., 2008). Por esto mismo los venenos
varian menos entre miembros de la familia Elapidae, a diferencia de los miembros de Viperidae
que muestran un perfil mucho més heterogéneo (Samy et al., 2008).

La familia Elapidae también llamoé la atencion de Rangsipanuratn et al. (2019) donde se
probaron los venenos de quince especies de los géneros Naja, Bungarus y Ophiophagus contra
bacterias de cepas Gram negativas y Gram positivas (Rangsipanuratn et al., 2019).

El veneno de Ophiophagus hannah mostro una actividad selectiva contra S. aureus,
SARM, S. saprophyticus y S. lugdunensis; la cual fue més eficiente que la de los antibioticos
comunes en el mercado junto a la ampicilina, penicilina, cloranfenicol y tetraciclina

(Rangsipanuratn et al., 2019). Con estos datos se pudo asegurar que este veneno no tiene una
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actividad antimicrobiana de amplio espectro; esto fue explicado debido a la estructura del
lipopolisacérido y la densidad de carga para bacterias Gram negativas, o a la composicion lipidica
de la membrana citoplasmatica junto al potencial electroestético de la misma (Rangsipanuratn et
al., 2019).

Al usar el microscopio electronico de barrido revel6 que el veneno de O. hannah ejercia
una actividad antibacteriana contra cepas Gram positivas generando dafio en la membrana
(Rangsipanuratn et al., 2019). Se cree que el modo de accion de este veneno es debido a la
interaccion con la membrana citoplasmatica, lo que lleva a una ruptura final y posterior fuga del
citoplasma lo que lleva a la muerte bacteriana (Rangsipanuratn et al., 2019). Asi mismo, se cree
que esta actividad biolégica podria deberse a componentes enzimaticos como las PLA>
(Rangsipanuratn et al., 2019).

Los resultados de este estudio fueron variados: En primer lugar, aunque los valores por
MIC de O. hannah fueron maés altas que los de los antibiéticos estandar, si se llegara a evaluar el
compuesto activo solamente podria mostrar un efecto mayor (Moerman et al., 2002). Segundo, de
este estudio sugirié que los componentes especificos presentes en los venenos de cada especie
pueden tener actividades antimicrobianas variadas, resultando en diferencias en la susceptibilidad
dentro de multiples cepas (Rangsipanuratn et al., 2019).

Por otro lado, también hay estudios donde solo se analiza un taxdn a la vez como es en el
caso de B. alternatus la especie es la responsable de la mayoria de los accidentes ofidicos en el
Noreste de Argentina (Bustillo et al., 2008). EIl veneno fue probado contra E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, E. faecalis; de las cuales la mayor actividad se dio sobre las dos primeras cepas
mientras que E. faecalis fue el organismo mas resistente ante la actividad bioldgica (Bustillo et al.,

2008). La accion del veneno mostré un efecto dosis dependiente (Bustillo et al., 2008).
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Para el caso de Echis carinatus, la cual es una de las serpientes mas venenosas del mundo
debido a su veneno hematotdxico se habian registrado actividad bioldgica destruyendo células
endoteliales y provocando hemorragia (Jami et al., 2010). De este veneno ya se han sintetizados
dos farmacos, por lo que su potencial antimicrobiano es prometedor (Jami et al., 2010). Para probar
su actividad antibacteriana se usaron seis cepas bacterianas diferentes mediante difusion en gel;
los resultados mostraron un efecto significativo contra S. aureus y SARM, pero no se vio un efecto
notable en las otras cepas (Jami et al., 2010).

En Montivipera bornmuelleri se obtuvieron datos prometedores al mostrar un efecto
notable en S. aureus y Morganella morganii; ademas de un efecto intermedio en otras once cepas
bacterianas (Accary et al., 2014). Como se vio en estudios anteriores, las bacterias Gram negativas
fueron mas resistentes a los venenos crudos de serpiente (Bustillo et al., 2008; Ferreiraet al., 2011;
Jami et al., 2010; Perumal et al., 2007); esto puede deberse posiblemente a los lipopolisacaridos
cargados en la membrana externa, ya que las cargas podrian afectar la absorcién de los
componentes antimicrobianos explicando su resistencia al veneno crudo (Accary et al., 2014).

Con la confirmacion de la actividad antibacteriana en el veneno de M. bornmuelleri se
identificaron algunos componentes del proteoma tales como PLA2, metaloproteasas 111 y serina-
proteasas; sin embargo, muchos datos hicieron falta como la secuenciacion N-terminal (Accary et
al., 2014).

Por la misma linea de estudio, una amplitud de actividades bioldgicas se evaluo en Vipera
ammodytes (Igci et al., 2016). Este fue el primer estudio sobre la deteccion de la actividad
bioldgica del veneno crudo de V. ammodytes (igci et al., 2016). En cuanto a la actividad
antimicrobiana el veneno mostré un perfil de actividad especifico para la especie como se ha

venido reportando en esta familia (Accary et al., 2014; Al-Asmari et al., 2015; Bustillo et al.,
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2008; Ferreira et al., 2011; Igci et al., 2016; Jami et al., 2010); el efecto se dio sobre P. vulgaris,
S. aureus, S. epidermis, E. faecium; esta actividad fue dosis dependiente (igci et al., 2016). Estos
resultados pueden deberse a diferencias en la membrana externa de las bacterias o a la composicion
del mecanismo de alteracion celular (igci et al., 2016).

Adicionalmente los datos de las actividades citotoxicas y antitumorales refuerzan los datos
de actividades especificas en los venenos de serpiente; en este caso en la variacién de vias
moleculares que controlan la proliferacion celular y el metabolismo en diferentes tipos de cancer

(igci et al., 2016).

4.3.2. Fosfolipasas A2. Las fosfolipasas Az (PLA2) son miembros de una superfamilia
enzimatica que se clasifican en 11 grupos segun sus estructuras conformacionales, principalmente
el patron de puentes de siete puentes de disulfuro (Rodrigues et al., 2004); y los efectos patolégicos
que se encuentran en ellas (de Oliviera y Franco, 2013). Estas enzimas son de los compuestos
mejor caracterizados de los venenos de serpiente (8). Gracias a esto, las PLA2 se conocen como
enzimas de baja masa molecular con una longitud de 120 a 130 residuos de aminoacidos que
hidrolizan los enlaces éster de fosfolipidos en la posicion sn-2 de manera dependiente del calcio
liberando &cidos grasos y lisofosfolipidos (de Oliviera y Franco, 2013; Wei et al., 2006; Xu et al.,
2007). Ademés, se pueden encontrar fosfolipasas A2 bésicas y &cidas; los basicos suelen ser
responsables de los principales factores toxicos en el veneno, mientras que los acidos tienden a
tener una toxicidad mas baja; sin embargo, son responsables de inducir efectos farmacoldgicos
importantes (8).

Dentro del veneno de serpiente las PLA: se clasifican en grupos denominados 1y I (Stabeli

et al., 2006; Wei et al., 2006); ademas de su funcion catalitica principal tienen una amplia gama
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de efectos importantes (Stabeli et al., 2006; Wei et al., 2006; Xu et al., 2007) que seran discutidos
mas adelante.

Principalmente las serpientes pertenecientes a la familia Elapidae contienen PLA:
pertenecientes al grupo IA; mientras que las serpientes pertenecientes a la familia Viperidae,
contienen PLA> que se encuentran en el grupo 1A (de Oliviera y Franco, 2013; Paramo et al.,
1998; Wei et al., 2006). Dentro del grupo 1A, existen otros dos subgrupos principales: el primero
de tiene un &cido aspartico en la posicion del aminoacido 49 (Asp49), el cual potencia la union de
Ca?", lo que a su vez aumenta la actividad catalitica de la enzima (de Oliviera y Franco, 2013; Wei
et al., 2006). El otro subgrupo tiene un residuo de lisina en el aminoacido49 (Lys 49); la lisina en
la posicion 49 evita la unién de Ca?*, siendo muy poco hidréfoba, ademas de perder su actividad
catalitica sin perder sus actividades bioldgicas al ser responsables de mionecrosis y edemas locales
(Diniz-Sousa et al., 2018; Paramo et al., 1998). El grupo 1A puede presentar en su mayoria un
gran numero de actividades bioldgicas adicionales como agregacion plaquetaria, actividad
anticoagulante, neurotoxicidad y miotoxicidad (de Oliviera y Franco, 2013; Diniz-Sousa et al.,
2018; Wei et al., 2006).

De igual manera, las fosfolipasas secretoras se han clasificado segin eficacia a grupos
bacterianos determinados (de Olivieray Franco, 2013; Xu et al., 2007). Las fosfolipasas secretoras
A2 del grupo 1A (sPLA2-I1) muestran una potente actividad bactericida grampositiva, mientras
que las fosfolipasas secretoras A2 del grupo 1A (sPLA2-1) no la tiene (de Oliviera y Franco, 2013;
Xu et al., 2007). Esto podria explicarse por la carga positiva de las moléculas svPLA2, que
potencian la union de las proteinas a las superficies anionicas de la pared celular, lo que provoca

la degradacion de los fosfolipidos constituyentes (Samy et al., 2008).
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En la naturaleza se han encontrado otros tipos de residuos en el aminoacido 49
pertenecientes al grupo I1A (de Olivieray Franco, 2013); estas variantes naturales se caracterizan
generalmente por mostrar una toxicidad comparable a las demas toxinas del grupo a pesar de tener
actividades cataliticas extremadamente bajas (Paramo et al., 1998). Esto quiere decir que estas
enzimas poseen actividades perturbadoras de membrana que no estan relacionadas con el
mecanismo enzimatico (Paramo et al., 1998).

Cada una de las distintas variantes dentro de las PLA2 ha probado resultados particulares
en los ensayos antimicrobianos para bacterias Gram positivas y Gram negativas (de Oliviera y
Franco, 2013; Wei et al., 2006). Los primeros trabajaros se hicieron en Bothrops. Paramo et al.
(1998) evalué el veneno de Bothrops asper donde se encontrd que dos fosfolipasas miotdxicas Az,
de los tipos Lys49 y Asp49; denominadas miotoxinas Il y miotoxinas Il respectivamente (Paramo
etal., 1998). Ambas miotoxinas fueron efectivas contra un amplio espectro de bacterias inhibiendo
exitosamente bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Lysteria
monocytogenes; ademas de bacterias Gram negativas como Brucella abortus, Salmonella
montevideo, Escherichia coli y Vibrio colerae (Paramo et al., 1998). Debido a que la isoforma
Lys49 a pesar de ser cataliticamente inactiva, presenta propiedades bactericidas similares a su
contraparte activa Asp49 que es indica que el mecanismo con el que atacan a las bacterias es
independiente de la actividad fosfolipasa en si misma (Paramo et al., 1998). Este trabajo demostro
por primera vez un efecto bactericida enzimaticamente independiente de una proteina PLA? junto
a una descripcion del sitio especifico dentro de la proteina encargado de dafiar la membrana
(Santamaria et al., 2005).

Ademas de lo anterior, los autores evaluaron un peptido sintético que comprendia desde el

residuo 115 al 129 cerca del bucle C-terminal (Paramo et al., 1998). Este péptido de 13 residuos
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reprodujo el efecto bactericida de la proteina original; esto permitié concluir que si bien la toxina
tiene un efecto bactericida directo que es independiente de una actividad enzimatica, es
dependiente de la presencia de un grupo de aminodcidos hidréfobos cerca al bucle C-terminal
(Paramo et al., 1998).

Ocho afios después, se estudié la accion de una variacion del péptido artificial evaluado
por Paramo et al. (1998) mediante analisis in vitro el cual seria denominado pEM-2(Santamaria et
al., 2005). Este péptido mostro actividad bactericida contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas a pesar de mostrar una reduccion de la toxicidad en células eucariotas (Santamaria et al.,
2005). Adicionalmente a las pruebas bioldgicas realizadas anteriormente se evalué la letalidad
inducida por la necrosis en ratones debido a las cepas bacterianas E. coli y Salmonella enterica la
cual se vio reducida mediante la administracion de pEM-2; esto demuestra el potencial de los
derivados de las fosfolipasas A2 de contrarrestar infecciones microbianas ademas de la importancia
de sus evaluaciones in vivo (Santamaria et al., 2005).

De igual manera, del veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis se extrajeron dos PLA>
miotoxicas basicas mediante pasos cromatogréficos; estos se denominaron BnpTX-1y BnpTX-II
(Rodrigues et al., 2004). Ambas PLA: contenian 121 residuos de amino&cidos; sin embargo, las
pruebas bioldgicas mostrando resultados especificos para cada una de ellas de lo cual lo mas
destacable es la actividad bactericida de BnpTX-1 sobre E. coli y S. aureus la cual se atribuye a
una region C-terminal de union a heparina (Rodrigues et al., 2004).

En este mismo género, en el veneno de Bothrops moojeni se caracterizé un homologo de
fosfolipasa Lys 49 denominado MjTX-11 (Stabeli et al., 2006). Este trabajo fue especialmente
completo en cuanto a la caracterizacion funcional y estructural al considerar variaciones

estructurales, caracterizacion enzimatica junto a una caracterizacion molecular (Stabeli et al.,
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2006). La MjTX-II inhibié el crecimiento contra E. coli y Candida albicans; ademéas se mostro
actividad antitumural, ademas de actividad antiparasitaria ().

Otros estudios han evaluado la actividad enzimatica de estas PLA> no registradas para
distintos generos; este es el caso de un aislamiento del veneno de Crotalus durissus terrifucis
denominada F15 (Toyama et al., 2003) La F15 contiene 122 residuos aminoécidos y fue evaluada
ante la presencia de distintos iones, pH y temperatura; ademas de pruebas de actividad biologica
entre las cuales se descubrid una funcion bactericida frente a cepas Gram negativas y Gram
positivas (Toyama et al., 2003).

Si saltamos 11 afios, se identific6 una PLA> del veneno de Crotalus adamanteus
denominada CaTx-Il la cual mostré efectos bactericidas a distintas concentraciones (Samy et al.,
2014). A una concentracion de 7,8 pg/mL se registrd el efecto sobre S. aureus; al aumentarla a
15,6 pg/mL se registré la actividad sobre Burkholderia pseudomallei y Enterobacter aerogenes
(Samy et al., 2014). El efecto de esta toxina resulté en la formacion de poros junto a otros efectos
dafiinos sobre la pared celular bacteriana; a pesar de no presentar citotoxicidad en células de
pulmén, fibroblastos cutaneos y ratones (Samy et al., 2014). En estos Gltimos incluso mostraron
un cierre de la herida significativo seguido a una recuperacién completa, ademas de una mejoria
en los demas procesos bioldgicos evaluados al ser tratados con CaTx-Il en comparacién a los
controles que no recibieron tratamiento (Samy et al., 2014).

Otra forma de abordar la problematica de la resistencia bacteriana a partir de las PLAz es
la sintesis de oligopéptidos que imitan las regiones que causan la actividad antimicrobiana de estas
enzimas; como lo que se hizo a partir de la plantilla del PLA2 Lys 49 llamada CoaTx-Il, purificada
a partir del veneno de Crotalus oreganus abyssus (Almeida et al., 2018). En este trabajo se

sintetizaron cinco péptidos buscando zonas clave para reproducir el efecto bactericida; entre ellos
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el péptido pC-CoaTxII pudo reproducir el efecto bactericida de la toxina original frente a aislados
clinicos multirresistentes (Almeida et al., 2018). Este péptido tiene 13 aminoéacidos de longitud
que corresponden a los residuos 115 al 129 de la proteina original; esta secuencia esta conformada
por aminoacidos hidr6fobos cargados positivamente, lo cual es un rasgo comuan en la mayoria de
los péptidos antimicrobianos (Almeida et al., 2018). Al realizar pruebas in silico se cree que el
dafio a la membrana bacteriana se debe a la formacién de un canal de agua debido a la insercién
del péptido (Almeida et al., 2018).

Del mismo modo, una de las variantes de las PLA> del grupo IIA se encuentra la
promutoxina, la cual presenta argenina en el sitio 49 (Arg 49), la cual fue purificada del veneno de
Protobothrops mucrosquamatus mediante cromatografia (Wei et al., 2006). La promutoxina esta
formada por 122 residuos de aminoacidos y aungue cuenta con las caracteristicas estructurales
propias del grupo 1A, no presenta la actividad enzimética propia de las PLA> (Wei et al., 2006).
Al comprobar los efectos biolégicos de la toxina fue bactericida para Bacillus subtilis,
Psudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium (Wei et al., 2006). Aun asi, la promutoxina
demostré miotoxicidad e indujo una alteracion de los monocitos humanos lo cual evidencia su
participacién en los procesos inflamatorios causados por el veneno (Wei et al., 2006).

Siguiendo esta linea de estudio, se descubri6 la PnPLA;, una nueva PLA; se describid por
primera vez a partir del veneno de Porthidium nasutm usando RP-HPLC con una columna C18
(\Vargas et al., 2012). Entre las actividades bioldgicas realizadas mostro actividad bactericida
contra S. aureus de manera dosis dependiente; este fue el primer informe con una proteina de
actividad bactericida del veneno de la especie (Vargas et al., 2012). Sin embargo, a diferencia de
las otras enzimas aisladas anteriormente no mostro citotoxicidad para mioblastos C.Ci» (Vargas et

al., 2012).
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En la serpiente D. r. ruselli se realizo la purificacion y caracterizacion de las proteinas del
veneno; principalmente dos toxinas llamadas viperatoxina, especificamente VipTx-1'y VipTx-II
(Samy et al., 2015). Al realizar las pruebas antimicrobianas, VipTX-I1I mostro eficacia contra S.
aureus, B. pseudomallei, Proteus vulgaris y P. mirabilis; esta actividad fue ocasionada por la
formacion de poros a lo largo de la membrana que se visualizaron gracias a microscopio
electrénico (Samy et al., 2015). Debido a que la toxina no mostrd propiedades citotoxicas en
células humanas fue propuesto para una evaluacion In vivo (Samy et al., 2015).

Uno de los trabajos mas completos se dio sobre el veneno de Lachesis muta muta. Este
trabajo aislo un homologo de Lys 49 usando dos pasos cromatogréficos, esta proteina denominada
LmutTX carecia de actividad fosfolipasa sobre un sustrato artificial (Diniz-Sousa et al., 2018).
Adicionalmente, se realizaron péptidos sintéticos a los cuales se evaluaron sus actividades
citotoxicas y antimicrobianas (Diniz-Sousa et al., 2018). Los péptidos sintéticos mostraron efectos
citoliticos bajos a diferencia que la proteina original; ademas, en las pruebas antimicrobianas,
aunque la LmutTX mostré actividad especialmente contra S. aureus y SARM, los péptidos
sintéticos probaron ser efectivos adicionalmente contra P. aeruginosa (Diniz-Sousa et al., 2018).
Al igual que en los dos casos mencionados anteriormente, este trabajo es el primero en describir
el aislamiento de una PLA2 Lys 49 dentro del género Lachesis.

Las variaciones dentro del grupos de fosfolipasas IA también han demostrado actividades
particulares (Xu et al., 2007). El primer trabajo en informar sobre actividad bactericida
grampositiva de sPLA>-I describe el caso de una proteina identificada a partir del veneno de
Bungarus fasciatus denominada BFPA (Xu et al., 2007). Dentro de la secuencia de aminoacidos

se encontraron 15 medias cisteinas en vez de las 14 que comunmente se encuentran en las
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fosfolipasas del grupo IA, la cual mostré actividad bactericida contra Eschrichia coli y
Staphylococcus aureus (Xu et al., 2007).

Para Walterinnesia aegyptia, se purificd una PLA> no toxica a partir de un solo paso
cromatografico y fue llamada WaPLA: (Bacha et al., 2017). Este homologd del grupo 1A fue
caracterizado mediante pruebas de actividad enzimaticas y pruebas bioldgicas en las cuales se
encontrd actividad bactericida para cepas Gram positivas (B. cereus, B. subtilis, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus epidermis, S, aureus) y Gram negativas (E. coli. Klebsiella pneumonia,
P. aeruginosa y S. enteric) (Bacha et al., 2017). Al comparar la actividad bactericida con la
actividad hemolitica se sugiere que la primera depende estrictamente de la segunda por lo que su
actividad enzimética es responsable de la actividad bactericida mediante un efecto de degradacion

de la membrana enzimética (Bacha et al., 2017).

4.3.3. Metaloproteinasas. Las metaloproteinasas de veneno de serpiente (SVMPS) son
una subfamilia compleja de enzimas dependientes del zinc que estan implicadas en una variedad
de actividades bioldgica como la hemorragia, inhibicion de la agregacion plaquetaria, mionecrosis
y respuestas inflamatorias (de Oliviera y Franco, 2013). Estas habilidades se encuentran
relacionadas a funciones especificas de multiples complejos en los dominios SVMP; los cuales se
organizan en tres clases diferentes PI, PIl'y PIlI (de Olivieray Franco, 2013).

El primero, Pl es la clase de SVMP mas pequefia, con masas moleculares entre 20 y 30
kDa; tienen un pro-dominio y un dominio proteinasa; generalmente muestra fibrinogeno o
actividades fibrinoliticas (de Oliviera y Franco, 2013). La clase PII tiene masas moleculares
intermedias de 30 a 60 kDa y contiene los dominios idénticos a Pl ademas de un dominio

desintegrina (de Oliviera y Franco, 2013). Por ultimo, las PIII son la clase de MVVPs maés grande,
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con masas moleculares de 60 a 100 kDa; estan conformadas por estructuras pro-dominio,
preoteinasas y son ricas en cisteinas (de Oliviera y Franco, 2013).

Las SVMP son conocidas principalmente por sus capacidades proteoliticas, de adhesion
matriz-célula'y célula-célula; pero algunos estudios también analizan sus propiedades bactericidas
debido a este tipo de funciones (de Oliviera y Franco, 2013; Samy et al., 2015). Estos estudios
muestran ser efectivas contra bacterias Gram positivas y Gram negativas en especial sobre las
Gram positivas; posiblemente debido al reconocimiento del sitio aniénico bacteriano y la
degradacion de las membranas de fosfolipidos (Samy et al., 2015).

Uno de estos estudios aislo a partir del veneno de la serpiente A. halys, una proteina de 21
kDa; la cudl presenta alta similitud con otras SVMP aisladas en la familia Viperidae debido a
dominios conservados propios a la clase PIII (Samy et al., 2008). Esta metaloproteinasa mostro
actividad antimicrobiana sobre S. aureus, P. vulgaris, P. mirabilis y B. pseudomallei; sin embargo,
mostraron no tener actividad citotdxica sobre células monocitas humanas (Samy et al., 2008). Este
estudio sugiere que la metaloproteinasa encontrada generaba efecto antimicrobiano por el
reconocimiento del sitio anionico bacteriano y por la degradacion enzimética de las membranas de
los fosfolipidos debido a un proceso de perforacion que deriva en una ruptura de la membrana

(Samy et al., 2008).

4.3.4. L- aminoacido oxidasas. Las I-aminoacido oxidasas del veneno de serpiente (SV-
LAAO), son glicoproteinas que comunmente tienen masas moleculares entre 110 y 150 kDa; estas
enzimas representan aproximadamente el 30% de todo el veneno de serpiente (de Oliviera y
Franco, 2013; Samy et al., 2015; Stabeli et al., 2004). Cada mondmero de las SV-LAAO constan

de tres dominios, y su estructura completa estd formada por un total de 14 hélices a y 18 hebras 3
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(de Oliviera y Franco, 2013). A pesar de encontrarse ampliamente en la naturaleza, el veneno de
serpiente es la fuente mas rica de esta enzima (Samel et al., 2008). Estas enzimas catalizan la
desaminacion oxidativa de sustrato de L-aminoacido en un a-cetoacido dependiente del FAD que
se encuentra en el veneno de serpiente y su toxicidad probablemente se deba a la reoxidacion de
la reduccion transitoria del cofactor de flavina por el oxigeno molecular; ademéas muestran una

marcada afinidad por los amino&cidos hidrofébicos (lzidoro et al., 2006; Stabeli et al., 2004).

También se ha propuesto que los iones de zinc involucrados en la estabilizacion de sus
estructuras cuaternarias podrian ser un factor relevante para sus actividades bioldgicas las cuales
abarcan acciones plaquetarias, induccion de apoptosis, efectos hemorragicos, citotoxicidad, y
propiedades antimicrobianas (de Olivieray Franco, 2013; Samy et al., 2015). Se ha propuesto que
las LAAO pueden actuar como defensa del huésped para otro organismo, ya que sen encuentran
en una amplia variedad de fluidos animales como la leche y el moco epidérmico; su actividad
antimicrobiana puede deberse a la accion del perdxido de hidrogeno generado como resultado de
la catalisis causante de la oxidacion de L-aminoacidos por los LAAQOS, asi como la unién de estas
a las membranas bacterianas (de Oliviera y Franco, 2013; Okubo et al., 2012; Samy et al., 2015).
El peroxido de hidrogeno (H202) es una molécula bactericida con actividad ante cepas Gram
positivas y Gram negativas (Samy et al., 2015). Sin embargo, la cantidad de H202 producida es
insuficiente para generar la muerte celular (Abdelkafi-Kouba et al.,2015).

El primer estudio registrado en este tema fue la evaluacion de la L-aminoacido oxidasa
purificada a partir del veneno de la serpiente C. adamanteus (Skarnes, 1970). La enzima habia sido
purificada anteriormente y para este estudio se obtuvo por fuentes comerciales; la evaluacién se

hizo con diferentes cantidades de enzima que iban desde los 0,2 g hasta los 50 pg donde a la
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mayor concentracion se reporta la actividad bactericida para M. aureus, S. typhimurium, S. ST
Paul, S. typhosa, P. vulgarus, P. vulgarus, P. aeruginosa, Serratia marcescens y E. coli (Skarnes,
1970). EI autor menciona que el hecho que el sistema L-aminoéacido oxidasa tenga el efecto
bactericida mientras que el sistema D-aminoacido oxidasa no lo tenga, muestra la importancia del
sitio de accion del H20> durante la oxidacion de los aminoacidos; una de las teorias fue la creacion
de un intermedio téxico diferente al H,O2 (Skarnes, 1970).

Los estudios antes de la década de 1990 sobre LAAO se encargaban de reportar
principalmente las propiedades enzimaéticas y fisicoquimicas de las moléculas purificadas
(Abdelkafi-Kouba et al.,2015; Ciscotto et al., 2009; Costa et al., 2015; Izidoro et al., 2006; Lee et
al., 2011; Okubo et al., 2012; Phua et al., 2012; Samel et al., 2008; Stabeli et al., 2004; Stabeli et
al., 2007). Después de los 2000, el foco sobre ellas se ha centrado segun sus caracteristicas
farmacoldgicas, estructurales y moleculares (Abdelkafi-Kouba et al.,2015; Ciscotto et al., 2009;
Costa et al., 2015; lIzidoro et al., 2006; Lee et al., 2011; Okubo et al., 2012; Phua et al., 2012;
Samel et al., 2008; Stabeli et al., 2004; Stabeli et al., 2007).

Luego, quince afios después del trabajo de Skarnes (1970) se encuentra una nueva L-
aminoacido oxidasa a partir del veneno de C. durissus cascavella; la purificacion se realizé usando
una combinacion de cromatografia de exclusion molecular y de intercambio i6nico; ademas fue
denominada Casca LAO (Toyama et al., 2006). Esta LAAO en las pruebas bioldgicas realizadas
mostré agregacion plaquetaria dependiente de la dosis, la cual fue inhibida por la catalasa; también
se afectd el crecimiento bacteriano de cepas Gram negativas (Xanthomonas axonopodis) y Gram
positivas (S. mutans) (Toyama et al., 2006). Al evaluar las cepas bacterianas por microscopia
electronica se sugiere que el H202 induce a la ruptura de la membrana bacteriana, por lo tanto, a

la pérdida de contenido citoplasmatico (Toyama et al., 2006).



o1

Por otro lado, se purificaron dos componentes del elapido australiano P. australis; estas
proteinas se llamaron LAOL y LAO?2 las cuales registraron una potente actividad antimicrobiana
para las cepas de Aeromonas hydrophila, A. sobria, B. subtilis y S. aureus (Stabeli et al., 2004).
Al realizar pruebas in vitro LAO1 y LAO2, fueron respectivamente 70 y 17, 5 veces mas eficaces
que el control con tetraciclina (Stabeli et al., 2004). Esta actividad se correlacioné con la actividad
enzimaética y fue eliminada al suministrar la catalasa (St&beli et al., 2004).

Ya entrados los afios dos mil se destacaron el nimero de trabajos; a pesar de que el método
de accién de estas LAAO seguia siendo desconocido se reconocieron como posibles agentes
biotecnoldgicos y grandes candidatos para aplicaciones médicas (Abdelkafi-Kouba et al.,2015;
Ciscotto et al., 2009; Costa et al., 2015; Izidoro et al., 2006; Lee et al., 2011; Okubo et al., 2012;
Phua et al., 2012; Samel et al., 2008; Stabeli et al., 2004; Stabeli et al., 2007; Toyama et al., 2006).
Dentro de ellos, un gran nimero de trabajos se ha dado en el género Bothrops (Stabeli et al., 2004).
Uno de ellos describe el aislamiento y la caracterizaciéon bioquimica de una LAAO a partir del
veneno de B. alternatus; esta enzima fue registrada como Balt-LAAO-I (Stabeli et al., 2004). Esta
enzima induce la agregacion plaquetaria y muestra actividad bactericida conta E. coli y S. aureus;
ademas de ser levemente hemorragica e induce edema en la pata de raton (Stabeli et al., 2004).

Dos afios después dentro del mismo género se realizé el aislamiento de una nueva LAAO
usando una combinacion de exclusion molecular, afinidad y pasos de cromatografia hidrofébica;
esta enzima fue denominada BpirLAAO-I, la cual viene del veneno de Bothrops pirajai (lzidoro
et al., 2006). Como resultado de las pruebas biologicas realizadas la BpirLAAO-I indujo
agregacion plaquetaria dependiente del tiempo, edemas, y una actividad antimicrobiana contra E.
coli y P. aeruginosa (lzidoro et al., 2006). Todas las actividades bioldgicas fueron inhibidas por

la catalasa (Izidoro et al., 2006).
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Un afio después se realiz6 una purificacion en alto grado en el veneno de Bothrops moojeni
Ilamada BmooLAAO-I mediante cromatografia secuencial de intercambio idnico (Stébeli et al.,
2007). Se realizacion caracterizacion fisicoquimica, de similitud estructural y pruebas bioldgicas
comunes para el género; todos los efectos bioldgicos fueron inhibidos por la accidn de la catalasa
(Costa et al., 2015; Ciscotto et al., 2009; Izidoro et al., 2006; Lee et al., 2011; Okubo et al., 2012;
Phua et al., 2012; Samel et al., 2008; Stabeli et al., 2004; Stiles et al., 1991; Stabeli et al., 2007;
Toyama et al., 2006). La actividad bactericida fue efectiva en S. aureus, Salmonella typhimurim,
P. aeruginosa, E. coli (Stébeli et al., 2007). Este estudio es especialmente importante ya que
ademas de todo lo anterior, los analisis estructurales y funcionales realizados intentaron establecer
una relacion en la estructura -funcion en estas enzimas (Stabeli et al., 2007).

Tiempo después ya se contaba con la certeza de que en el veneno de Bothrops jararaca
existia un agente microbiano eficaz contra bacterias Gram negativas y Gram positivas, en especial
S. aureus (Ciscotto et al., 2009). Por lo que se busco caracterizar los componentes responsables
(Ciscotto et al., 2009). Este procedimiento se dio mediante diferentes métodos de fragmentacion
que fueron combinados y posteriormente se sometieron a cromatografia por afinidad con heparina;
la enzima con mayor peso molecular fue denominada anti-S. aureus (Ciscotto et al., 2009). Debido
a la diversidad de LAAO en diferentes caracteristicas fisicoquimicas, las caracterizaciones no se
hacen Gnicamente para lograr una mejor comprension en el mecanismo de envenenamiento sino
también su potencial biotecnologico, en este caso fueron usadas como reactivos inmunoquimicos
para desarrollar una técnica in vitro para estimar la potencia neutralizante de los antivenenos
antibotropicos brasilefios para caballos (Ciscotto et al., 2009).

Otro de los taxones estudiados en este campo fue la Naja naja oxiana, de la cual se aislo y

se caracterizo una nueva L-aminoacido oxidasa usando exclusién de tamaro, intercambio idnico
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y cromatografia hidrofoba (Samel et al., 2008). Esta proteina mostro actividad antibacteriana que
inhibid el crecimiento de las bacterias B. subtilis y E. coli; también mostré actividad de agregacion
plaquetaria de manera dosis dependiente (Samel et al., 2008). Ambos efectos bioldgicos fueron
suprimidos por la accion de la catalasa (Samel et al., 2008).

De igual manera, la CR-LAAO es una L- aminoacido oxidasa purificada a partir del veneno
de Calloselasma rhodostoma la cual ha sido estudiada ampliamente en cuanto a sus caracteristicas
estructurales y bioquimicas; sin embargo, los estudios en cuanto a los efectos farmacoldgicos no
han sido tan abundantes Costa et al., 2015). El trabajo de Costa et al. (2015) evalué el potencial
biotecnolégico de est4 enzima determinando su actividad bactericida, antifungica, leishmanicida,
tripanocida, citotoxicidad en lineas celulares tumorales y no tumorales (Costa et al., 2015). La CR-
LAAO registro efectos bactericias en S. aureus y E. coli mediante la induccién del
desmantelamiento de las paredes celulares bacterianas (Costa et al., 2015).

La L-amino&cido oxidasa del veneno de O. hannah es una forma inusual de estas enzimas
debido a sus caracteristicas estructurales Unicas y una estabilidad térmica inusual (Lee et al., 2011).
Dentro de estos datos Unicos esta una especificidad Unica al sustrato L-lisina, el cuél presentaba
una actividad bastante pobre frente a otras LAAO; al realizar los estudios estructurales la
mostraron evolutivamente distante frente a las otras enzimas de serpiente registradas (Lee et al.,
2011). Las pruebas bioldgicas dejaron efectos antibacterianos especialmente eficaces las bacterias
Gram positivas S. aureus, S. epidermis; para P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli los resultados
fueron moderadamente eficaces en las bacterias Gramnegativas al comparar las MIC; estos
resultados indican que la union especifica a bacterias es importante para la actividad de la enzima

(Lee et al., 2011). La catalasa inhibid el efecto antimicrobiano de la enzima (Lee et al., 2011).
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Debido a la importancia para esta especie, un afio después se realiz6 un andlisis del veneno
completo contra doce cepas Gram negativas y Gram positivas, corroborando lo obtenido en el
estudio anterior a mostrar una especial eficacia contra S. aureus y S. epidermis (Phua et al., 2012).
Posterior a esto, se purificd una proteina antibacteriana mediante purificacion en gel, intercambio
ionico y cromatografia con heparina (Phua et al., 2012). Mediante analisis de espectrometria de
masas se confirmd que era la L-aminodcido oxidasa llamada Oh-LAAO (Phua et al., 2012). Esta
proteina fue sometida nuevamente a pruebas antibacterianas frente a las 12 cepas usadas
anteriormente; en este caso el valor MIC més bajo se dio contra S. aureus, SARM y S. epidermis
(Phuaet al., 2012).

Dentro de la especie Bothropoides mattogrosensis se aisld y caracterizé bioquimicamente
una LAAO denominada MbLAO (Okubo et al., 2012); esta enzima estd muy relacionada con otras
enzimas reportadas para vipéridos. Al realizar las pruebas biol6gicas mostr6 actividad
antibacteriana contra cepas Gram negativas y Gram positivas a pesar de no mostrar actividad
citotoxica contra macrofagos y eritrocitos. Adicionalmente se evalu6 la actividad antimicrobiana
en fragmentos de MbLAO los cuales mostraron resultados mejorados haciéndolos candidatos para
el disefio de nuevos antibioticos contra microorganismos resistentes (Okubo et al., 2012).

Una actividad similar se encontré en CC-LAAO; la enzima purificada del veneno de
Cerastes cerastes; la enzima mostré una termo actividad inusual y es estructuralmente distante a
otras SV-LAAO reportadas (Abdelkafi-Kouba et al.,2015). Al evaluar la interaccion de la LAAO
con membranas citoplasmaticas de diferentes tipos de células y monocapas interfaciales de
Langmuir no se evidencio citotoxicidad contra eritrocitos y células mononucleares de sangre
periférica; sin embargo, si hubo citotoxicidad en varias lineas de células cancerosas ademas de

inducir agregacion plaquetaria de manera dosis dependiente (Abdelkafi-Kouba et al.,2015). En
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cuanto a la actividad antibacteriana se mostraron efectos notables contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas (Abdelkafi-Kouba et al.,2015). Todas las actividades bioldgicas se inhibieron
con la adicion de catalasa (Abdelkafi-Kouba et al.,2015). Lo importante del estudio son las pruebas
de unioén que revelaron que CC-LAAO se une a la superficie celular permitiendo la produccion de
una concentracion altamente localizada de H202 cerca de las interfases de union; aunque al
evaluar la interaccion de la enzima con una membrana de fosfolipidos miméticos no se encontrd
una interaccién entre la union a la membrana y las actividades farmacoldgicas (Abdelkafi-Kouba

et al.,2015).

4.3.5. Péptidos antimicrobianos. Los péptidos antimicrobianos se definen como
moléculas que tienen una defensa critica contra todo tipo de microorganismos, protegiendo al
huésped de la invasion de bacterias, hongos y virus (de Oliviera y Franco, 2013). Son parte del
sistema inmunoldgico innato por lo que ademas de hacer parte en la defensa contra la infeccién de
microorganismos, también son capaces de inactivar agentes infecciosos haciéndolos fuertes
candidatos para combatir la farmacorresistencia (de Oliviera 'y Franco, 2013).

La terapia con péptidos ha jugado un papel esencial en la practica médica desde la aparicion
de la terapia con insulina en la década de 1920 (Wu et al., 2020). Los péptidos tienen las ventajas
de tener alta actividad, especificidad de diana y baja toxicidad (Wu et al., 2020). Hasta 2019 se
han probado més de sesenta medicamentos peptidicos en Estados Unidos, Europa y Japon, sin
contar los mas de trescientos en desarrollo clinico (Wu et al., 2020).

Sin embargo, solo se han descrito unos pocos péptidos adecuados para aplicaciones
farmacoldgicas debido a las malas propiedades fisicoquimicas de los péptidos, como la escasa

estabilidad proteolitica y la facil pérdida de su conformacion biologicamente relevante dificultando
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su suministro de forma eficiente (Wu et al., 2020); ademaés, la poca compresion de sus
determinantes estructurales que participan en el reconocimiento de compuestos de membrana (de
Olivieray Franco, 2013).

Los péptidos antimicrobianos se pueden dividir en cuatro grupos estructurales: o-
helicoidales, B-hoja, a-horquilla y péptidos extendidos; ademas, es comdn que estos péptidos
compartan propiedades anfipaticas (de Oliviera y Franco, 2013). Esta caracteristica les permite
unirse a las membranas de los microorganismos y se cree que es la causante de la lisis celular al
tener interaccién con los lipidos (de Olivieray Franco, 2013). Por otro lado, estos péptidos pueden
autoasociarse formando poros o actuando similar a un detergente en la desintegracién de las
membranas (de Oliviera y Franco, 2013). Aunque los mecanismos exactos de la accion de estos
péptidos aln no estan claros, parece que un pliegue de la estructura anfipatica es uno de los
requisitos previos a la lisis celular (de Oliviera y Franco, 2013).

Las membranas citoplasmaticas bacterianas Gram positivas y Gram negativas presentan
fosfolipidos con cargas negativas de forma predominante, siendo los mas abundantes el
fosfatidilglicerol y la cardiolipina; estos dan lugar a una atraccion electroestatica hacia los péptidos
altamente cationicos (de Olivieray Franco, 2013). La interaccidon entre los péptidos y estos lipidos
parece ser esencial para comprender el proceso de alteracién de lamembrana (de Olivieray Franco,
2013).

Los péptidos antimicrobianos también estan presentes en el veneno de N. atra y se han
considerado como una forma de abordar esta problematica (Chen et al., 2011; Glaser, 1948; Nair
et al., 2007; Oguiura et al., 2011; Wang et al., 2008). Uno de ellos evalud péeptidos aislados del
veneno de serpientes contra M. tuberculosis multirresistente; de los cuales, un péptido de 60

aminoacidos denominado vgf-1 presento actividad antimicrobiana in vitro contra estas cepas (Xie
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et al., 2003). Este estudio plantea si los tres pares de enlaces disulfuro encontrados en vgf-1 son
vitales para la actividad antibacteriana (Xie et al., 2003).

Una de las familias de péptidos antimicrobianos aislados en el veneno de serpiente son las
waprin (de Oliviera y Franco, 2013). Una proteina cationica de 50 amino&cidos del veneno de
Oxyuranus microlepidotus fue aislada y caracterizada bajo el nombre de omwaprin (Nair et al.,
2007). Los autores disefiaron un gen sintético para expresar la proteina recombinante en E. coli y
asi poder realizar analisis funcionales (Nair et al., 2007). La proteina no mostré ser toxica para
ratones albinos suizos en dosis de hasta 10 mg/kg al ser administradas por via intraperitoneal (Nair
et al., 2007). Su actividad antibacteriana es selectiva y dosis dependiente contra bacterias Gram-
positivas (B. megaterium y S. warneri); esta actividad se perdi0 tras la reduccion y alquilacion de
sus residuos de cisteina, o tras la delecion de seis residuos de aminoécidos N terminales; esto indica
que la estructura tridimensional restringida por cuatro enlaces disulfuro y los residuos N terminales
son esenciales para su actividad (Nair et al., 2007). El mecanismo de accion es mediante la ruptura
de lamembrana, como se pudo ver mediante microscopia electrénica de barrido (Nair et al., 2007).
La omwaprin no muestra actividad hemolitica en los eritrocitos humanos, mostrando asi
especificidad para las membranas bacterianas (Nair et al., 2007).

Otra familia de péptidos antimicrobianos que se puede encontrar en los venenos de
serpiente son las catelicidininas que actian como moléculas efectoras multifuncionales de la
inmunidad innata (Wang et al., 2008). Su representante en reptiles es la catelicidina-BF, un péptido
aislado del veneno de Bungarus fasciatus; su estructura secundaria es una conformacion anfipatica
alfa-helicoidal tipica dentro de la familia (Wang et al., 2008). Las pruebas bioldgicas mostraron
una actividad eficaz sobre 40 cepas de microorganismos donde se elimino eficazmente las

bacterias y algunas especies de hongos (Wang et al., 2008). Entre las bacterias afectadas estaban
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diferentes cepas de E.coli y varias especies de Bacillus; el efecto antibacteriano fue especialmente
eficaz contra bacterias Gram negativas (Wang et al., 2008).

Las b-defensinas son péptidos ricos en cisteina comunes en vertebrados las cuales
presentan actividad antimicrobiana directa contra una amplia gama de bacterias Gram negativa y
Gram positivas (Oguiura et al., 2011). Similar a este tipo de péptidos la crotamina, una miotoxina
del veneno de Crotalus durissus mostrd una similitud estructural con este grupo lo que la hace
candidata a tener los mismos efectos biol6gicos comunes (Oguiura et al., 2011). Al probar sus
propiedades antimicrobianas se ve que afecto a varias cepas de E. coli; su actividad se eliminé con
NaCl a 12,5 mM (Oguiura et al., 2011). Al ser analizado por microscopia electrénica se pudo ver
como la crotamina elimina bacterias mediante la permeabilizacion de la membrana (Oguiura et al.,
2011). A pesar de todo, este péptido parece tener un espectro antibacteriano estrecho a diferencia
de lo reportado para las b-defensinas clasicas (Oguiura et al., 2011). Debido a la similitud
estructural y al mecanismo de accién se cree que la crotamina y las b-defensinas compartan un
ancestro comun (Oguiura et al., 2011).

De igual manera, las cardiotoxinas son un grupo de alrededor de 60 residuos de
aminoacidos que son abundantes en la familia Elapidae (Glaser, 1948). Al evaluar los efectos
bioldgicos de la cardiotoxina 3 (CTX3) del veneno de Naja naja atra se evidencidé una mayor
actividad inhibidora del crecimiento en bacterias Gram positivas como S. aureus a diferencia de
las Gram negativas como E. coli (Glaser, 1948La actividad antibacteriana de la CTX3 se
correlaciona positivamente con el aumento de la permeabilidad de la membrana de células
bacterianas (Glaser, 1948). Mediante exdmenes morfologicos se mostré como la cardiotoxina

interrumpid la integridad de la membrana bacteriana, por lo que se analizé la capacidad de unién
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a lipopolisacéridos y &cido lipoteicoico en distintos casos para analizar las consecuencias en la

permeabilizacion de la membrana y en el efecto bactericida de la CTX3 (Glaser, 1948).

4.3.6. Otros venenos animales. No solo los venenos de serpientes se han estudiado como
potenciales agentes biotecnoldgicos (de Oliviera'y Franco, 2013; Perumal et al., 2006; Perumal et
al., 2007; Tahir et al., 2018; Wu et al., 2020). Entre ellas las propiedades antibacterianas del
veneno de la abeja Apis mellifera son conocidas desde los afios 40 debido a la presencia de
polipéptidos activos en la membrana bacteriana (Stocker y Traynor et al., 1986). En las pruebas
contra E. coli mostr6 una actividad similar al veneno de N. n. sputatrix siendo los Unicos que
mostraron cambios morfoldgicos en las cepas; ademas, fue el veneno con mayor actividad al
compararlo con la accién de tres venenos de serpientes (Stocker y Traynor et al., 1986). Los
autores pensaban que la melitina era la principal responsable del efecto biolégico en este veneno;
sin embargo, los resultados mostraron que en si misma no causaba dafio celular por lo que la accion
del veneno se les atribuy6 a cambios estructurales posteriores a un efecto antibacteriano primario
de los polipéptidos activos (Stocker y Traynor et al., 1986).

De igual manera, al comparar venenos de diferentes especies entre serpientes, abejas y
escorpiones en un estudio contra B. pseudomallei la PLA2 del veneno de la abeja A. mellifera
mostro una actividad antibacteriana significativa contra las cepas evaluadas (Perumal et al., 2006).
Sin embargo, los venenos de Apiidae y Scorpionidae mostraron una actividad PLA: relativamente
menor que los venenos de Viperidae (Perumal et al., 2006). Esta diferencia en la potencia de los

venenos se cree que es debido a las enzimas PLA: presentes (Perumal et al., 2006).
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Un afio después, en un estudio comparativo de familias de diversos taxones el veneno de
los escorpiones Buthus hottenlota y B. martensii mostraron ser una excepcion notable al carecer
de actividad antimicrobiana contra todas las cepas probadas (Perumal et al., 2007).

Dentro de los estudios que enteramente han tratado sobre venenos de otros taxones
diferentes a las serpientes estan los escorpiones (Moerman et al., 2002). EI veneno de escorpion
se ha investigado por sus neurotoxinas que actdan sobre diferentes canales ionicos; sin embargo,
también se han encontrado péptidos formadores de poros alfa-helicoidales en el veneno (Moerman
etal., 2002).

En el 2002, Moerman et al. (Moerman et al., 2002) aislaron dos péptidos formadores de
poros del veneno de Opistophtalmus carinatus; los cuales fueron denominados opistoporinaly 2,
los cuales se diferencian por un solo aminoacido (Moerman et al., 2002). Adicional a lo anterior,
se realizaron estudios de actividad bioldgica de la opistoporina 1 junto a otro péptido previamente
aislado de la especie Parabuthus schlecteri, la parabutoporina (Moerman et al., 2002). El péptido
mas catidnico, en este caso la parabutoporina fue el méas activo en las bacterias Gram negativas
como se demostro al suprimir el crecimiento de E. coli, mostrando ser un péptido importante contra
este tipo de cepas (Moerman et al., 2002). De igual manera la opostoporina 1 mostr6 un resultado
similar; si bien ambos péptidos parecen ser especialmente activos contra cepas Gram negativas,
no lo son frente a cepas Gram positivas mostrando un mejor efecto que la cefuroxima, un
antibiotico clasico (Moerman et al., 2002).

Las propiedades de los péptidos y la diferencia en la composicion de las membranas
celulares fueron determinantes para la actividad selectiva de los péptidos formadores de poros

(Moerman et al., 2002). La parabutoporina es el péptido con mayor superficie polar; ademas de
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poseer un angulo cargado positivamente mas grande lo que podria explicar la actividad
antibacteriana en bacterias gran negativas de este péptido (Moerman et al., 2002).

Este estudio mostrd que existe una alta conservacion en la secuencia de aminoacidos de los
péptidos en el veneno de los escorpiones dentro de sus respectivas familias, independiente del
continente y region donde se encuentren (Moerman et al., 2002).

Por otro lado, entre los recursos naturales para formar farmacos antibacterianos potentes y
eficaces, las arafias destacan enormemente (Tahir et al., 2018). Las arafias son uno de los
depredadores terrestres mas exitosos y abundantes con aproximadamente cien mil especies
existentes, sus venenos contienen una amplia gama de compuestos biol6gicamente activos que se
dirigen a una amplia gama de sitios que incluyen membranas, receptores, cables y enzimas en una
gran variedad de especies tanto de vertebrados como de invertebrados (Tahir et al., 2018). En estos
venenos se encuentran pequefios polipéptidos conocidos como péptidos antimicrobianos, los
cuales causan alteraciones estructurales y funcionales en las membranas celulares al unirse
directamente a la membrana plasmatica de la célula diana (Tahir et al., 2018).

La arafia lobo Lycosa terrestris es un artrépodo bien conocido que contienen compuestos
toxicos, los cuales tienen un potencial depredador significativo ademas de potencial medicinal e
insecticida (Tahir et al., 2018). Tahir et al. (2018) extrajo y caracterizo el veneno de esta especie
ademas de realizar pruebas de susceptibilidad en pruebas biol6gicas (Tahir et al., 2018). Las
fracciones de veneno resultaron ineficaces contra todas las cepas bacterianas probadas, es decir
Actinobacter sp., Staphylococcus sp. y Pasteurella sp. (Tahir et al., 2018). Sin embargo, se
formaban zonas de inhibicion al usar el sobrenadante del veneno en Actinobacter sp (Tahir et al.,

2018).
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Al analizar el efecto del veneno sobre el crecimiento de las cepas evidentemente se ve que
el crecimiento en Actinobacter sp. se limitdé por medios bacteriostaticos (Tahir et al., 2018). Los
resultados del estudio permitieron concluir la propiedad bacteriostatica de esta toxina a pesar de
no ser citolitico ni neurotoxico (Tahir et al., 2018).

En uno de los estudios més recientes evalGa la glicosilacion como una estrategia
prometedora para modulas las propiedades fisicoquimicas de los péptidos; sin embargo, es poco o
nulo el conocimiento disponible sobre la influencia de la glicosilacion sobre las actividades
bioldgicas de los péptidos (Wu et al., 2020). Por lo mismo, se uso el péptido HYL del veneno de
la abeja Hylaeus signatus como péptido modelo y doce monosacéridos diferentes como azUlcares
modelo para estudiar los efectos del sitio de glicosilacion, actividades, asi como selectividades
celulares de los derivados de HYL (Wu et al., 2020).

La estrategia de sintesis quimica permite la regulacién de las propiedades farmacocinéticas
y la especificidad de la diana mediante la modificacion del aminodcido o la cadena principal, la
incorporacion de aminoacidos no naturales y la conjugacién de glucanos, extendiendo asi la vida
media 0 mejorando la solubilidad de los péptidos (Wu et al., 2020).

Al evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos de sustitucion de D-Lys se vio una
mejora significativa en la actividad inhibitoria contra las cepas Gram negativas A. johnsonii a la
vez que se redujo la toxicidad hemolitica (Wu et al., 2020). Sin embargo, estos péptidos redujeron
significativamente la actividad inhibitoria contra las cuatro cepas Gram positivas S. lentus, E.
casselif lavus, E. hirae y E. faecalis (Wu et al., 2020); indicando que la sustitucion puede llegar a
reducir a actividad contra varias bacterias Gram positivas para mejorar la selectividad hacia las

bacterias en gran parte por la hidrofobicidad (Wu et al., 2020).
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Algunos analogos de HYL mostraron una mejora no solo en la selectividad celular y la
estabilidad proteolitica, sino también en la actividad antitumoral y antimicrobiana (Wu et al.,
2020). Por lo que es posible disefiar péptidos con propiedades mejoradas variando el nimero, la
estructura y la posicion de los monosacaridos (Wu et al., 2020). Ademaés, se encontrd que la mejor
estrategia de sustitucion de D-lisina puede mejorar significativamente la estabilidad proteolitica
de HYL (Wu et al., 2020). Este trabajo mostré un nuevo enfoque en la investigacion de nuevos

farmacos peptidicos antimicrobianos (Wu et al., 2020).

5. Discusion

5.1 Screening antibacteriano

Las cepas que mostraron ser susceptibles al veneno fueron S. aureus y SARM, donde el
veneno crudo fue capaz de inhibir el 49.87% del crecimiento de los organismos. Estos datos
corresponder a lo reportado en la literatura al reportar como otros venenos de viboras presentaba
una actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas (Ferreira et al., 2011; igci et al.,
2016). Este resultado probablemente se deba a las PLA> del veneno de serpiente, el cual esta bien
representado en los venenos de Viperidae (Boda et al., 2019). Aungue la sensibilidad bacteriana a
las PLA:2 es muy variable, generalmente las bacterias Gram positivas son susceptibles ya que estas
enzimas penetran rapidamente y dafian la bicapa de fosfolipidos bacterianos (Boda et al., 2019;
Igci et al., 2016); esto explica la efectividad de los venenos en este tipo de bacterias. Ademas, a
pesar del perfil de accion de inhibicion Unico para cada especie muchos estudios reportan

resultados similares a los de este estudio (Accary et al., 2014; Al-asmari et al., 2015; Bustillo et
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al., 2008; Jami et al., 2010; Perumal et al., 2007; Ferreira et al., 2011; igci et al., 2016); como es
el caso de Abdulrahman et al. (igci et al., 2016) report6 la mayor sensibilidad para SARM y S.
aureus en cuatro venenos de tres géneros diferentes.

En cuanto a las bacterias Gram negativas, cuentan con una distribucion asimétrica de los
lipopolisacaridos lo que limita el acceso de las PLA: a la bicapa de fosfolipidos de la membrana
citoplasmatica, proporcionando resistencia a las fosfolipasas (Accary et al., 2014; Boda et al.,
2019; igci et al., 2016). Ademas, muchas de estas bacterias presentan actividad fosfolipasa,
haciéndolas naturalmente inmunes (Boda et al., 2019) lo que explicaria los resultados obtenidos
para S. enteritidis y E. coli en este estudio.

Recordando que los resultados en ppm pueden interpretarse en microgramos sobre
mililitros. La actividad antimicrobiana de los extractos crudos generalmente se considera
moderada si el valor de MIC esta entre 100 pg/mL y 625 pg/mL (igci et al., 2016). Por lo que el
extracto de L. acrochorda tiene actividad moderada contra S. aureus y SARM. Estos valores son
comparables a los encontrados en taxones como Echis pyramidum (Al-asmari et al., 2015), C.
gasperettii (Al-asmari et al., 2015), V. ammodytes (igci et al., 2016); y menores para lo reportado
en P. australis (Perumal et al., 2007), D. russelli russelli (Perumal et al., 2007), E. carinatus
(Perumal et al., 2007), B. jararaca (Ferreira et al., 2011), M. bornmuelleri (Accary et al., 2014) y
E. coloratus (Al-asmari et al., 2015).

Sin embargo, dentro del genero Ferreira et al. (2011) reportd que L. muta no presento
actividad antibacteriana, a pesar de contar con una fosfolipasa A previamente identificada
(Ferreiraetal., 2011). Los autores atribuyeron este resultado al patrén individual de inhibicion que
tiene cada especie, a pesar de que las muestras obtenidas para L. muta se obtuvieron de tres

proveedores diferentes (Ferreira et al., 2011). Este mismo estudio muestra evidencia sobre la
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diferencia en el espectro de actividad al evaluar dos especies del género Bothrops (Ferreira et al.,
2011). Estos datos sugieren que diferentes moléculas y dianas estdn involucradas en estas
actividades bioldgicas (Ferreira et al., 2011). Por el contrario, Diniz-Sousa et al. (2018) encontrd
en una PLA2 purificada del veneno de L. muta muta actividad frente a bacterias Gram negativas y
Gram positivas; especialmente S. aureus y SARM (Diniz-Sousa et al., 2018).

Los resultados sugieren que el veneno de L. acrochorda es una fuente factible para buscar
prototipos antimicrobianos y disefiar nuevos antibioticos contra cepas bacterianas resistentes
especificas, entre ellas S. aureus y SARM. También se recomienda fraccionar la muestra para
verificar la actividad antimicrobiana en cada una de las fracciones, asi como mirar esta actividad
a concentraciones mas bajas y determinar un posible comportamiento dosis-dependiente; analizar
si el efecto de la inhibicion de diferentes péptidos y proteinas es de forma sinérgica; y si existen
proteinas, péptidos u otras moléculas que interfieren con la actividad antimicrobiana de los

péptidos activos.

5.2 Descripcién composicional del veneno

Para la discusion de este trabajo se consideraron las bandas que salieron en cada uno de los tres
triplicados. La literatura reporta que en Vipéridos son comunes los patrones complejos de bandeo
en los procesos de SDS-PAGE (Accary et al., 2014; Boda et al., 2019;). Entre ellos, una banda
fuerte de aproximadamente 15 kDa, la cual se asocia a las PLA2 (Accary et al., 2014; Boda et al.,
2019). Aunque en este estudio no se ve claramente en el gel de una dimension, es una banda fuerte
en la electroforesis bidimensional. De igual manera, en estos venenos se reportan componentes de
mayor peso molecular (Accary et al., 2014; Boda et al., 2019). Como las serina proteasas,

observables entre 25 y 35 kDa (Accary et al., 2014; Boda et al., 2019); las cuales muestran un
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bandeo fuerte en ambas electroforesis. Asi mismo, es probable encontrar SVMP de las tres clases
reportadas ya que hay bandas fuertes alrededor de los 20 kDa y los 60 kDa (Accary et al., 2014;
Boda et al., 2019). De igual manera las bandas por encima de 60 kDa pueden corresponder a
enzimas LAAO (lzidoro et al., 2006; Okubo et al., 2011; Stabeli et al., 2007)

Las separaciones SDS-PAGE de los componentes del veneno de L.acrochorda mostraron
un nmero correlacionado de bandas de proteinas en comparacion con la separacion realizada por
RP-HPLC, lo que permiti6 una mayor distincion de las especies moleculares (Accary et al., 2014).

Aunque es dificil comparar los datos obtenidos debido a multiples variables ente trabajos
como: El juicio de cada autor para decidir cuales picos tomar, la sensibilidad de la maquina, el
tratamiento de la muestra o la longitud de onda a la cual se haga la medicion; el veneno de L.
acrochorda muestra ser mas complejo en comparacion a otras viboras como es el caso de M.
bornmuelleri la cual presento uUnicamente 9 picos por RP-HPLC (Accary et al., 2014). Sin
embargo, el nimero de picos fue menor frente a otras viperidos como es el caso del cromatograma
de en B. marajoensis se registraron un total de 18 picos (Galbiatti et al., 2012); en Eristocophis
macmahoni se encontraron 23 picos (Ali et al., 1998); y en Pseudocerastes persicus los autores
determinaron un total de 34 picos (Shahbazi et al., 2019). Al comparar el SDS-PAGE, el patron
de componentes entre 10 kDay 70 kDa es comun en los perfiles analizados para los géneros Echis,
Cerastes y Vipera (Ali et al., 2014).

En todo el género Lachesis la mayoria de las moléculas caracterizadas corresponden a
miotoxinas, neurotoxinas, PLA>, serina proteasas y metaloproteinasas (Diniz-Sousa et al.,2020).
Debido a estos componentes el envenenamiento dentro del género presenta dolor local, edemas,
hemorragias y mionecrosis (Diniz-Sousa et al.,2020). Las responsables de esta sintomatologia en

gran parte pueden ser las LAAO y las PLA>. Se ha postulado que las LAAO en los venenos de
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serpiente estan involucradas en la respuesta inflamatoria alérgica (lzidoro et al., 2006). Estas
enzimas se asocian especificamente al con el dafio de las células endoteliales de los mamiferos; se
involucran en el deterioro junto a la induccion de la agregacion plaquetaria y con la apoptosis de
las células endoteliales vasculares, de manera que son responsables del sangrado prolongado de
las paredes de los vasos dafiados después de la mordedura de serpiente (Izidoro et al., 2006; Okubo
etal., 2011; Stabeli et al., 2007). Por otro lado, las PLA2 del veneno de serpiente se involucran en
bioactividades como la inhibicion de la agregacién plaquetaria inducida por colageno y &cido
araquidonico; también se involucran en actividades hemoliticas, de agregacion plaquetaria, anti-
coagulantes, neurotoxicas y miotoxicas (Wei et al., 2006; Xu et al., 2007). Sin embargo, hasta aqui
la sintomatologia es casi exacta a un accidente generado por el género Bothrops (Diniz-Sousa et
al.,2020). El género Lachesis tiene su distintivo al generar dolor y edema local punzante y
agonizante durante los primeros minutos de la mordida; después se describe una “sintomatologia
vagal” caracterizada por sudoracion profusa, cédlico abdominal, nduseas, vomitos, diarrea,
hipotension diastélica, marcha descoordinada y lapsos de conciencia Bothrops (Diniz-Sousa et
al.,2020). Debido a la peculiaridad de este esquema de envenenamiento es logico pensar que

existen moléculas que ain no son consideradas dentro del veneno.

5.3 Revision y comparacion de los datos reportados en la literatura

Esta revision abarca trabajos de 1948 desde el primer trabajo que evaluo las propiedades
antimicrobianas en el veneno completo de dos especies del genero Crotalus hasta los trabajos de
Rangsipanuratn et al. (2019) y Boda et al. (2019), siendo ambos los mas recientes. De un extremo
de la historia al otro el estudio de las propiedades del veneno se ha realizado sobre los extractos

crudos. La vision de Glaser (1948) donde era razonable esperar efectos bactericidas en una mezcla
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predominante de proteolisinas y citolisinas derivd en la confirmacion de un perfil de actividad
antimicrobiano especifico segln la especie trabajada.

Al revisar los cambios de este tema a través del tiempo se pueden ver tres grandes periodos
de tiempo. EIl primero son los trabajos de siglo XX, antes de los 2000; en la revision fueron siete
trabajos en este intervalo temporal los cuales muestran las primeras nociones de actividades
antimicrobianas en los venenos de serpiente. Donde destacan propiedades basicas como la
actividad hemolitica, los conceptos de diferencia de componentes proteicos dentro de las familias
Viperidae y Elapidae; y la observacion de que a pesar de la contaminacion oral en serpientes pocas
veces existia la contaminacion bacteriana durante el ofidismo. Sin embargo, a finales de este
periodo se alcanzaron a estudiar las actividades especificas de componentes aislados del veneno
tales como la PLA2 y las LAAO.

El segundo periodo comprende la primera década de los 2000. Estos afios fueron de
exploraciéon al separar los componentes del veneno y probar los efectos biolégicos de cada uno.
Los estudios evaluaron las propiedades de PLA2, LAAOQ y la accion de péptidos. Al comparar los
resultados obtenidos para las diferentes especies se hizo evidente la existencia de un perfil de
accion propio de cada taxon, esta actividad era mostraba diferencias en dos especies de un mismo
género las cuales tenian patrones similares de SDS. Sin embargo, a pesar de que estas pruebas
permitian probar los efectos de cada una de las partes del veneno por aparte, el mecanismo de
accion para muchas de ellas no fue esclarecido; lo maximo eran las pruebas en el microscopio
electronico de barrido que reflejaba los dafios ocasionados en las membranas bacterianas. Otros
de los resultados importantes fueron mayores registros de actividad en los venenos de la familia
Viperidae que en Elapidae; ademas de que estas moléculas actuaban de mayor manera sobre cepas

Gram positivas.
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El dltimo periodo de tiempo cubre los trabajos desde 2011 hasta 2019. De igual manera a
lo anterior, en este periodo se mantiene a tendencia de investigar partes especificas del veneno en
vez del veneno completo. Reforzando de esta manera la nocion de un patron individual en cada
especie al comparando especies del mismo género a la vez, permitiendo comparar los datos de
accion antibacteriana al no tener diferencias en la metodologia como ocurria anteriormente. Por
otro lado, nuevos enfoques se abordaron durante esta época como fue abordar los datos desde una
perspectiva gendémica y proteémica; o la fabricacion de péptidos sintéticos a partir de fragmentos
especificos como las PLA2 que ya contaban con informacion de su actividad contra cepas
especificas. La purificacion fue complementada con estudios de las caracteristicas estructurales y
bioquimicas de los fragmentos del veneno, exhibiendo variaciones Unicas en algunos casos
mostrando un punto de enfoque nuevo para tener en cuenta dentro del desarrollo farmacolégico.

Estos estudios hasta la fecha han representado de manera convincente como estas proteinas
y toxinas especificas intervienen en actividades antimicrobianas. Sin embargo, alin son necesarios
estudios donde se presente el aislamiento junto a la caracterizacion funcional de estos componentes
para poder llegar a comprender sus mecanismos de accion y finalmente su potencial terapéutico.
Sin embargo, al hacer énfasis en la forma en que el potencial antibacteriano a sido interpretado se
pueden ver diferencias a lo largo de los afios. En especial, al comparar las metodologias de estos
trabajos en tres periodos de tiempo como se hizo en los parrafos anteriores.

Dentro de los estudios del sigo XX, el primer método usado en estos estudios fue esparcir
el veneno liquido en forma de tridngulo sobre cultivos bacterianos que posteriormente fueron
incubados durante cuarenta y ocho horas para posteriormente analizar la zona adyacente buscando
la ausencia de colonias. En los otros trabajos la técnica mas usada fue la dilucion en tubos hasta el

afio 1991 donde las metodologias variaron al ensayo en disco y microdilucion.
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Para la década del 2000 al 2010 se agreg6 la dilucién en placa, la cuél fue la mas usada
durante este periodo de tiempo junto a la metodologia de la dilucién en caldo; sin embargo, los
métodos tradicionales seguian usdndose y considerandose validos. Durante este periodo de tiempo
se incentivo la busqueda de la actividad antimicrobiana en la mayor cantidad de taxones posibles
por lo que la cantidad de métodos usado responde a la variabilidad en las condiciones de los
estudios, muchos de ellos realizados en zonas como Africa e India. Ademas, después del 2008
comenzaron a usarse dos ensayos a la vez como una forma de tener una mejor vision de los
resultados: El primer ensayo se encargaba de mirar la sensibilidad del cultivo y el segundo se usaba
para determinar los valores de MIC correspondientes.

Después del 2010, no surgen nuevos métodos ni tampoco existe una decantacion por
alguno en especifico. Al igual que en el periodo anterior, los métodos mas usados fueron la difusion
en caldo y la dilucion en placa; aunque si se fue posible ver un notable aumento en el uso de dos
metodologias para corroborar estos datos.

A pesar de todo, al mirar las cepas inhibidas a lo largo de los afios no existe ninguna
tendencia apreciable. La cepa Gram positiva con mayor mencion de actividad antibacteriana fue
S. aureus y la Gram negativa E. coli; sin embargo, el periodo de 2000 a 2010 fue el que presento

un mayor numero de cepas inhibidas

6. Conclusiones
e Segun los analisis estadisticos el veneno completo de L. acrochorda muestra
actividad antibacteriana significativa contra S. aureus y SARM.
e El veneno completo de L. acrochorda alcanzé valores de MICsg para S. aureus y

SARM de 250 ppm para ambas cepas.
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El veneno completo de L. acrochorda no registrd valores de MBC para ninguna de
las cepas evaluadas.

Los andlisis composicionales del veneno encontraron la probable presencia de
proteinas tipicas de la familia Viperidae como las PLA2, SVMP y serinas proteasas.
Como se vio en el analisis bibliografico, la informacion sobre el género Lachesis
es bastante limitada. Por lo que este trabajo aporta a este vacio de informacion;
ademéas de ser el primero en evaluar las propiedades antimicrobianas en L.

acrochorda.

7. Recomendaciones

Evaluar la actividad antibacteriana de cada uno de los fragmentos obtenidos por
RP-HPLC, con el objetivo de purificar las moléculas bioactivas del veneno.
Realizar pruebas de MIC y MBC con otras cepas Gram positivas para esclarecer el
perfil Unico de inhibicién para esta poblacién de L. acrochorda.

Considerar la variacion ontogenética en los componentes proteicos del veneno
crudo y realizar las pruebas con diferentes estadios de la misma poblacion para

visualizar diferencias en la actividad inhibitoria.
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