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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos es una de las mas grandes problematicas de salud publica y pone
en peligro la capacidad para tratar infecciones comunes. Esta problematica conduce al estudio de
nuevas alternativas antimicrobianas. El hombre desde siempre ha desarrollado una fascinacion por
los venenos, principalmente los secretados por las serpientes, los cuales han sido intensamente
investigados y estudiados. Actualmente se cuenta con procedimientos estandarizados de
aislamiento de sus componentes, los mismos que son utilizados en terapias farmacologicas. Al
reconocer la importancia farmacologica y el potencial biotecnoldgico de los péptidos y toxinas
antibacterianos presentes en los venenos de serpientes, el presente trabajo planted recopilar y

presentar informacion cientifica actualizada en forma de una revision bibliografica narrativa.

En la busqueda general de informacion en las bases digitales se obtuvieron 101 articulos
cientificos, en los cuales se aplicaron criterios de inclusion y exclusion, reduciendo el nimero de
seleccion a 52 articulos cientificos. Los mismos que sefialan los péptidos antimicrobianos ofidicos
de mayor potencial bactericida a las vipericidinas, catelicidinas, crotalidicina, defensinas y waprin,
los mismos que presentan mecanismo de accion antimicrobiano catalitico sobre la pared
bacteriana, ademads de su actividad antimicrobiana sobre bacterias grampositivas (Staphylococcus
aureus, Enterococo faecalis, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus) y bacterias gramnegativas

(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae).

Ademas de estos péptidos antimicrobianos se menciona el gran potencial antimicrobiano de las
toxinas ofidicas, resaltando especialmente la fosfolipasa A2 y L-amino &cido oxidasa. Las cuales
emplean un mecanismo de accidn enzimdtico para ejercer su accion antibacteriana sobre

microorganismos sensibles grampositivos (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
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Bacillus cereus, Bacillus subtils) y gramnegativos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella).

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana. Antibioticos. Venenos de serpientes. Compuestos

proteinaceos. Toxinas ofidicas. Péptidos antimicrobianos. Potencial biotecnoldgico.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance is one of the greatest public health problems and jeopardizes the ability to
treat common infections. This concern has led to the study of new antimicrobial alternatives.
Mankind has always developed a fascination for venoms, mainly those secreted by snakes, which
have been intensively investigated and studied. Currently, there are standardized procedures for
snake’s venom compounds isolation, which are used in pharmacological therapies. Recognizing
the pharmacological importance and biotechnological potential of the antibacterial peptides and
toxins present in snake venoms, the present work proposed to compile and present updated

scientific information in the form of a narrative bibliographic review.

First research search for information in the digital bases, 101 scientific articles were obtained, in
which inclusion and exclusion criteria were applied, reducing the selection number to 52 scientific
articles. The same ones that indicate the ophidian antimicrobial peptides with the greatest
bactericidal potential to vipericidins, cathelicidins, crotalidicin, defensins and waprin, the same
ones that present a catalytic antimicrobial mechanism of action on the bacterial wall, in addition
to their antimicrobial activity on gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus) and gram-negative bacteria (Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae).

In addition to these antimicrobial peptides, the great antimicrobial potential of ophidian toxins is
mentioned, especially phospholipase A2 and L-amino acid oxidase. Which use an enzymatic
mechanism of action to exert their antibacterial action on Gram-positive (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Bacillus cereus, Bacillus subtils) and Gram-negative (Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella) sensitive microorganisms.
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IC50: Concentracion inhibidora media méxima

iPLA2: Fosfolipasa A2 independiente del calcio

LAAO: L-amino 4cido oxidasa

LAAOs: L-amino 4cido oxidasas

LpPLA2 s: Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas

MDRB: Bacterias multidrogo resistentes

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
PAF-AH: Fosfolipasa acetil hidrolasas del factor de activacion de plaquetas

PAMs: Péptidos antimicrobianos

Polet Socorro Barrionuevo Carmilema
Vanessa Carolina Ugufia Andrade

16



UCUENCA

PLAZ2: Fosfolipasa A2

RAM: Resistencia a los antibidticos

ROS: Especies reactivas del oxigeno

SLPI: Inhibidor de proteinasa leucocitaria secretora

SPALI: Inhibidor de Na+, K+, ATPasa

sPLA2: Fosfolipasa A2 secretora

svVLAAQ: L-amino oxidasa de venenos de serpientes

svLAAOQOs: L-amino acido oxidasas del veneno de serpiente

svPLAZ2: Fosfolipasa A2 del veneno de serpiente

svPLA2s: Fosfolipasa A2 secretora del veneno de serpiente

svPLA2s GI: Fosfolipasa A2 secretora del veneno de serpiente del grupo I
svPLA2s GII: Fosfolipasa A2 secretora del veneno de serpiente del grupo 11
SVMPs: Metaloproteinasas de veneno de serpiente

SVSPs: Serina proteasas de veneno de serpiente

SWAM 1y SWAM2: Proteinas de WAP

UFC: Unidad formadora de colonias

WAP: Proteina acida del suero
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INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas tienen un gran impacto en la salud publica, ya que son causantes de
estragos en la vitalidad del paciente. Los humanos pueden tener el contacto con las bacterias a
través del agua, el aire, los alimentos o vectores vivos. Existen medidas preventivas que tienen un
impacto positivo al disminuir la morbilidad y mortalidad. La resistencia bacteriana a los
antibidticos es una preocupacion creciente que exige su uso prudente (Gonzdlez Mendoza et al.,

2019).

La resistencia a los antibioticos es una de las mas grandes problematicas de salud publica y pone
en peligro la capacidad para tratar infecciones comunes. Es una falla multidimensional y sistémica
de la salud y la educacion, que influye en el comportamiento de la sociedad, en sus politicas y
practicas médicas. Los mecanismos de resistencia producidos y transmisibles son los mads
importantes y consisten fundamentalmente en la produccion de enzimas bacterianas que inactivan
los antibidticos o en la aparicion de modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto

diana o en la alteracion de la diana farmacoldgica (Gonzalez Mendoza et al., 2019).

Desde hace miles de afios, el hombre desarrollé una verdadera fascinacion por los venenos de
origen animal. Los més estudiados son aquellos secretados por las serpientes. Estos materiales han
sido intensamente investigados y estudiados, hasta el punto que actualmente se cuenta con
procedimientos estandarizados de aislamiento de sus componentes (toxinas) asi como sus efectos
toxicos. Ademas, este tipo de moléculas pueden utilizarse como moldes para el desarrollo de

prototipos en el estudio de nuevos farmacos (Munawar et al., 2018).
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Estos venenos poseen en su composicion péptidos antimicrobianos (PAMs) y toxinas
antimicrobianas, las cuales han demostrado ser potenciales bactericidas y bacteriostaticos.
Algunos péptidos y toxinas presentes en los venenos de serpientes ya fueron utilizados para
desarrollar farmacos como son los casos del Captopril®, Tirofiban®, y Eptifibatide® (Gonzélez

Garcia et al., 2017).

Ampliar el conocimiento del potencial farmacoldgico de los péptidos y toxinas antimicrobianas
obtenidas de los venenos de serpientes abrird el camino y servira como base para la innovacion
farmacologica y de herramientas terapéuticas. En particular al potencial antibacteriano, el
desarrollo de nuevas moléculas serd de gran ayuda para sobrellevar la actual resistencia a los
antibioticos y asi evitar una crisis en salud y asegurar el progreso biotecnoldgico y farmacologico

del mundo (Chan et al., 2016).

Por consiguiente, el proposito de este trabajo es recopilar y proporcionar informacidn cientifica
actualizada que muestre la importancia farmacologica y el potencial biotecnoldgico de los péptidos
y toxinas antimicrobianas ofidicas. Y con ello, presentar una alternativa para el desarrollo de

nuevos farmacos frente al problema de la resistencia antimicrobiana.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Compilar y presentar informacion cientifica actualizada mediante una revision bibliografica
narrativa que indique la importancia farmacoldgica y el potencial biotecnoldgico de los péptidos

y toxinas antibacterianas presentes en los venenos de serpientes.
Objetivos especificos

- Distinguir los diferentes tipos de péptidos y toxinas antibacterianas presentes en los venenos
de serpientes.

- Describir la actividad antibacteriana de los péptidos y toxinas antimicrobianas derivados de
los venenos ofidicos actualmente en analisis.

- Sistematizar informacidn cientifica que respalde el potencial farmacoldgico y potencial
biotecnoldgico de los péptidos y toxinas antibacterianas presentes en los venenos de

serpientes.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1. ANTIBIOTICOS CONVENCIONALES Y RESISTENCIA ANTIMICROBIANA:

GENERALIDADES

Aproximadamente hace 90 afios comenzo la era de los antibidticos, este hito revoluciono
el campo de las enfermedades infecciosas, dejando atras la etapa pre-antibidtica. Sin embargo, con
la propagacion y desarrollo de antimicrobianos, la resistencia de bacterias, hongos, parasitos e
incluso virus ha aumentado de manera notoria. Por esta razon, la Organizacion Mundial de la Salud
clasifica la resistencia a los antimicrobianos (RAM) como una de las problemdaticas mas
importantes que se enfrenta en este siglo, ya que se convierte en una de las mayores amenazas para
la salud mundial (UNEP, 2020). Los compuestos o derivados descubiertos durante 1940 a 1960,
engloban la mayoria de antibioticos en uso hoy en dia y, a pesar del gran desarrollo biotecnolédgico
desde la década de 1990, solo dos nuevas clases de antimicrobianos fueron aprobados en los

ultimos 20 afios (Hutchings et al., 2019).

La alarmante y rapida difusion mundial de bacterias multirresistentes genera mayores
costos de atencion médica, debido a las prolongadas estancias hospitalarias, ademas de afectar la
seguridad alimentaria y ambiental, por lo que es fundamental esfuerzos y acciones nacionales e

internacionales para detenerlo (Gould, 2016).

La resistencia a los antibidticos es un fendmeno normal, omnipresente en el medio
ambiente. Durante miles de millones de afios, las bacterias han evolucionado para resistir los

efectos de los compuestos bactericidas naturales. Existe evidencia que la resistencia a los
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antibioticos en bacterias estaba presente antes de la introduccién a la seleccion moderna, causada
por el uso de antibidticos en humanos. Es el uso generalizado de antibioticos en los tltimos 70
afnos lo que ha llevado a un aumento dramatico en la seleccion, asi, acelerando la evoluciéon y
propagacion de bacterias resistentes a los antibidticos. Aunque esta resistencia es un fenomeno
complejo, sus mecanismos se pueden dividir en tres categorias: resistencia intrinseca, resistencia

adquirida/transmitida y resistencia adaptativa (Gould, 2016).

La resistencia intrinseca indica un mecanismo de defensa natural en la bacteria, sin
necesidad que exista exposicion previa a los antibidticos. Un ejemplo de ello es la bacteria
Micoplasma que carece de pared celular; por lo tanto, los antibidticos betalactdmicos no pueden

generar su mecanismo de accion en ella (Becerra et al., 2019).

Los mecanismos de resistencia adquirida/transmitida son los mas importantes e incluyen
principalmente la produccion de enzimas bacterianas que inactivan el antibidtico o la aparicion de

modificaciones que impiden que el farmaco llegue al sitio diana o cambie el destino (Gould, 2016).

La resistencia adaptativa se refiere a factores fenotipicos propios de las poblaciones
bacterianas o fracciones de estas que son genéticamente homogéneas y susceptibles llegan a activar
mecanismos de indiferencia, persistencia o formacion de biopeliculas que tienen como fin ser

resistentes a antibioticos (Becerra et al., 2019).

Una cepa puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o mas
antibioticos, y del mismo modo, un antibidtico puede ser inactivado por diferentes mecanismos

por otros tipos de bacterias en conjunto (Alam et al., 2019).
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Se estima que anualmente 25.000 europeos y 23.000 estadounidenses mueren como
consecuencia directa de infecciones por bacterias multirresistentes. Sin embargo, lo preocupante
no es tanto el impacto actual de la resistencia a los antibiodticos sino las posibles implicaciones
futuras. Se prevé que la resistencia a los antibioticos provoque un aumento de la morbilidad y la
mortalidad, con el consiguiente incremento desorbitado de los costes sanitarios y las repercusiones

economicas indirectas en todo el mundo (Uluseker et al., 2021).

1.2. VENENOS DE SERPIENTES

1.2.1. Generalidades

El veneno de serpiente consta de una variedad de moléculas, como proteinas, aminoacidos
péptidos, carbohidratos, lipidos y nucledsidos. La composicion del veneno de serpiente esta
ligada a varios factores tales como: género, especie, edad, dieta, temporada y ubicacion. De igual
manera, estd influido por las mutaciones que afectan a la expresion de los genes, la duplicacion
y la pérdida de genes relacionados con las toxinas, el procesamiento proteolitico y la regulacion
postranscripcional de los microARN (Jallouk et al., 2016). Las proteinas y los péptidos son los
componentes principales del peso seco de los venenos ofidicos, ademas, generan gran interés en
las investigaciones cientificas, asi como en diversas aplicaciones farmacologicas (Munawar

et al., 2018).

Los venenos ofidicos comprenden de 50 a 200 componentes distribuidos en familias
dominantes y secundarias que se presentan en multiples isoformas. De igual manera, los venenos
mas heterogéneos poseen entre 100 a 1000 péptidos bioactivos (Chan et al., 2016). Las familias
predominantes estan conformados por las fosfolipasas A2 (PLA2), metaloproteinasas de veneno

de serpiente (SVMPs), serina proteasas de veneno de serpiente (SVSPs) y péptidos de tres dedos
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(3FTX), por otro lado, las familias secundarias comprenden proteinas secretoras ricas en L-
aminoacido oxidasas, cisteina, C -tipo lectinas, péptidos de Kunitz, péptidos natriuréticos y
desintegrinas (Munawar etal., 2018). El veneno secretado por las serpientes es usado
principalmente como arma ofensiva para inmovilizar e incapacitar a sus presas, como herramienta

de defensa contra depredadores y para ayudar a su digestion (Waheed et al., 2017).

Figura 1.

Composicion de los venenos de serpientes

Composicién del veneno de serpiente

Péptidos y proteinas Componente no
(90-95%) proteicos (<5%)

Enzimaticos
Carbohidratos

No enzimaticos ]

Fosfosmonoesterasas

[ PAMs ] [ PLA2s ]
Péptido [ e ] Nucledsidos
Natriurético
[ Hialuronasas ]
[ 3FTxs J
[ Endonucleasas ]
Péptidos
potenciadores de [ Paraoxonasas ]
bradicinina {

Proteasas J

Nota: *PAMs (Péptidos antimicrobianos), 3FTxs (Péptidos de tres dedos), PLA2 (Fosfolipasa
A2), LAAO (L-amino &cido oxidasa). *Realizado bajo la informacioén obtenida de Munawar
et al., 2018.
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Las proteinas que se encuentran en el veneno incluyen principalmente enzimas y toxinas

(Post et al., 2020). Las enzimas, poseen un peso molecular estimado de 13 - 150 KDa, y

constituyen el 80 - 90 % de los venenos de Vipéridos y el 25 - 70 % de los venenos de Elapidos,

incluidas las hidrolasas digestivas, L-aminoacido oxidasa, fosfolipasas, serina proteasas y

metaloproteinasas similares a la calicreina (hemorraginas) (Modahl et al., 2021).

Las toxinas polipeptidicas tienen un peso molecular entre 5 - 10 KDa, e incluyen

citotoxinas, cardiotoxinas y neurotoxinas postsinapticas (a-bungarotoxina y la a-cobratoxina)

(Thornton, 2016).

En la tabla 1 se indica con detalle la clase de proteinas presente en el veneno ofidico.

Tabla 1.

Proteinas en los venenos de serpientes.

Clase de . .
i Porcentaje en Principales , .
proteinas en el . . Otras caracteristicas
el veneno de actividades
veneno de . . .o relevantes
. serpientes biologicas
serpientes
5'-Nucleotidasas | <0.1 -4.8 Inhibicion  de  la | Actian en sinergismo con las
agregacion plaquetaria | ADP  asas, fosfolipasas y
desintegradores, aumentando el
efecto anticoagulante.
Derivados de la | -- Actividad --
catelicidina antimicrobiana
Factores de los | 0.1-2.8 Deficiencia del sistema | Se encuentra principalmente en
venenos de cobra del complemento la familia Elapidae
(CVFs)
Cistatinas 1.7 Inhibicion de proteasas | Inhibicion de la metastasis en
las células tumorales
Las proteinas | 0.1 —15.9 Bloqueo de los canales | Existe 16 residuos de cisteina,
secretoras  ricas 16nicos los cuales presentan 8 enlaces
en cisteina disulfuro
(CRISP)
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Hialuronidasas 0.1-19

Desgaste del
hialuronano en la
matriz extracelular

Actian como un precursor del
factor en el envenenamiento,
ademas de potenciar los efectos
de distintas toxinas.

Inhibidores de | 8.3
tipo Kazal

Inhibicion de  las
proteasas

Pertenecen a las proteinas de
bajo peso molecular.

Inhibidores tipo | 0.4 — 12.6
Kunitz

Inhibicibn de las
proteasas

Bloqueo de los canales i6nicos,
ademas de disfuncion en el
proceso de coagulaciéon e
inflamacion.

Factores de | 03-5
crecimiento
nervioso (NGFs)

Genera una
diferenciacion
neuronal, en el sistema
nervioso central 'y
periférico se produce
una neuro proteccion

Aumenta la permeabilidad
vascular, como consecuencia se
produce la difusion de diversos
tipos de toxinas. También posee
actividad de pro-apoptotico
factor

Fosfodiesterasas | 0.1 —3.2

(PDE)

Hipotension, depresion
locomotora 'y la
agregacion plaquetaria
agregacion plaquetaria

Fosfolipasas B | <0.1-1.4
(PLB)

Rotura de fosfolipidos
de  membrana vy
actividad hemolitica

La hidrdlisis de los fosfolipidos
en las posiciones sn-1y sn-2

Factores de | <0.1-3.2

Proliferacion de las

crecimiento del células  endoteliales

endotelio vasculares e

vascular (VEGF) hipotension

Vipericidinas 02-144 Hipolocomocion, Presenta un tUnico residuo de
hipernocicepcion cisteina

Waprins Actividad Similitud estructural con Ila
antimicrobiana proteina 4cida del suero

(WAP)

Nota. Informacion obtenida de (Babaie et al., 2020; Boldrini-Franga et al., 2017; Vanzolini et al.,

2022).
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1.2.2. Efectos toxicos

Los componentes activos de los venenos de serpiente abarcan una mezcla compleja y
variable de proteinas que producen una gama diversa de efectos farmacoldgicos y toxicos.

(Bickler, 2020).

Los efectos toxicos producidos por los venenos de las serpientes dependen de la especie,
cantidad inoculada, concentracion, presencia de las toxinas y potencia, ademas de la

susceptibilidad de la victima (Ortiz Prado et al., 2016).

La mayoria de los eventos patologicos importantes que siguen al envenenamiento se
derivan de un pequefio grupo de actividades similares a las de las enzimas y las acciones de
péptidos toxicos. Estas enzimas permiten que el veneno incorpore sistemas de sefalizacion
endogenos homodlogos con suficiente intensidad y duracion para producir y amplificar el dafio
celular independiente del impacto directo de una dosis completa de veneno. Es decir, que la
mordedura de serpiente no es solo una condicion mediada directamente por las proteinas del
veneno, sino también por la reaccion del cuerpo al veneno, en conjunto produciendo muchas de
las consecuencias y secuela mas agudas e importantes del envenenamiento (Gutiérrez et al.,
2017). Los mecanismos de transduccidon retinen respuestas endogenas que incluyen: calcio
intracelular, péptidos bioactivos, 4cido araquidonico, citoquinas y dimerizacion de homologos

de proteinas (Longbottom et al., 2018).

Los mecanismos de accion de las varias toxinas ofidicas son distintos pues sus dianas
también son distintas. Sin embargo, estas toxinas pueden actuar de manera sinérgica amplificando

sus acciones toxicas y alterando el correcto funcionamiento de la matriz extracelular, tejido
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muscular, tejido epitelial vascular, filtracion vascular, cascada de coagulacion, gasto cardiaco,

tejido nervioso central o periférico. Manifestandose clinicamente en: inflamacion, coagulopatia,

disfuncién neuromuscular, neurotoxicidad generalizada, miotoxicidad, alteracion de los

mecanismos homeostaticos y necrosis, ademas de dafios permanentes si la victima de la

mordedura sobrevive (Debono et al., 2019; Ortiz Prado et al., 2016).

En la siguiente tabla 2 se describe un compendio de los componentes con sus respectivos

efectos producidos en el organismo.

Tabla 2.

Efectos patologicos ocasionados por compuestos de veneno de serpiente.

Accion de
Compuesto en .-
oo iy Efecto patologico veneno
el veneno de Sitio de Accion . . .
. primario potenciado por
serpiente
la presa
Inhibir la matiz extra
. . . .. . .. Aumenta la
Desintegrinas Espacios intersticiales celular, aflojar el tejido de . .
. inflamacion
anclaje
) ) Promueve la diseminacion | Promueve la
. . Capilares y espacios ,
Hialuronidasas . - del veneno, expone el coagulopatia e
intersticiales. . . .,
factor tisular inflamacion.
Tejido conjuntivo Formacién de
Metaloproteasas d ) y Asimila la ldmina basal péptidos
capilares . .
bioactivos
. ., Alteracion en la
. Inhibe la coagulacion,
Serina proteasas Sangre . : cascada de
efecto antitrombina . e,
sefalizacion.
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Antitrombinas

Sangre

Hidrolisis de trombina,
afectacion en la formacion
de coagulos

Proteinas
secretoras ricas
en cisteina

Endotelio, leucocitos

Canales i6nicos objetivo,
liberacion de Ca™

Proteinas iy
- . Choque alteracion Promueve la
similares a la Vasodilatador o ) .,

. fisiologica inflamacion
calicreina
., L Aumento de
PLA2 . Produccion de acido g
. ., Leucocitos, plaquetas, s . Ca™, acido
(inflamacién y . . araquiddonico, mediadores D
. células endoteliales . ., araquidonico,
coagulacion) de inflamacion o
fosforilacion.
Activacion de
PLA2 ., A ,
. Unién neuromuscular Paralisis proteinas
(neurotoxina) ,
homologas
3FTx Antagonistas de los
. receptores Paralisis/anticolinérgico --
(neurotoxinas) D L
nicotinicos/muscarinicos
D o Dafio tisular por radicales Expresion
L-aminoacido Sangre, liquido . o .
! libres, activacion génica de
oxidasas extracelular . . # .
inmunoldgica citoquinas
. . - Sinergismo con
Miotoxinas Sarcolema Daiio celular &
PLA2
Vasodilatacion, hidrolisis Vias de
. Membrana celular, . , 1 N
Fosfodiesterasas . de nucleotidos ciclicos, sefializacion
intracelular o 1e .,
sefializacion celular celular
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Nota. Informacion obtenida de (Escalante et al., 2011; Luchini et al., 2019; Oliveira-Mendes
et al., 2019; Tasoulis & Isbister, 2017¢)

1.2.3. Efectos terapéuticos

La complejidad de los venenos producidos por las serpientes ha causado intriga e interés
en la comunidad cientifica que ha reconocido en estas toxinas fuentes de moléculas bioactivas
con gran potencial farmacologico para el desarrollo de agentes terapéuticos (Rodriguez Solis

et al., 2019).

Los péptidos y las enzimas de los venenos de las serpientes, muestran una variedad de
actividades farmacoldgicas por sus objetivos bioldgicos. Por lo tanto, los compuestos derivados
de toxinas son de interés en la investigacion farmacéutica y varios venenos, o componentes de
los mismos, ya se han utilizado para el disefio de nuevos agentes terapéuticos (Fischer & Riedl,

2022).

Hay varios ejemplos de fArmacos producidos a partir de estas toxinas que materializan
sus importantes potenciales para el desarrollo nuevas medicinas como el Captopril® que fue
desarrollado a partir de un péptido potenciados de la bradicinina (BPP) aislado del veneno de la
serpiente brasilefia Bothrops jararaca. El Captopril® presenta actividad hipotensiva por inhibir
la Enzima Convertidora de Angiotesina (ECA). De igual manera, el Eptifibatide®, derivado del
veneno de la serpiente Sistrurus miliarius barbouri, es empleado en el tratamiento de cardiopatias

isquémicas (Rodriguez Solis et al., 2019).

Muchos venenos de serpientes contienen toxinas que afectan la agregacion plaquetaria,
tales como las metaloproteasas de las clases Pl a PIV, serinproteasas y PLA2, ademas de proteinas

sin actividad enzimdtica, como desintegrinas y lectinas del tipo C. Se ha utilizado la estructura
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de las desintegrinas ofidicas como modelo para el disefio de moléculas que se unen con alta
afinidad al fibrinogeno enddgeno. Dando como resultado la produccion y aprobacion del farmaco

Tirofiban® por la FDA (Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019).

Las toxinas candidatas a farmacos deben pasar por una amplia gama de pruebas in vitro e
in vivo. El desarrollo de un farmaco incluye el descubrimiento de una molécula candidata,
estudios preclinicos (farmacocinética, farmacodinamica, toxicidad) y clinicos, ademas estos
suelen ser costosos y requieren de un tiempo considerable para cumplir los requisitos establecidos

por las agencias reguladoras (Chan et al., 2016).

En la tabla 3 se muestran algunos medicamentos aprobados por la FDA, los cuales han

sido desarrollados a partir de venenos de serpientes.

Tabla 3.

Principales medicinas obtenidas de venenos de serpientes, aprobadas por la FDA.

Molécula Especie de .
. ., Mecanismo de
(nombre origen del Produccion accién Uso
comercial) veneno
Batroxobin Angina de pecho,
.. ) Rompe la cadena )
(Defibrase ®) [Bothrops moojeni| Purificado . infarto cerebral
. alfa de la fibrina
(Vivostat ®) agudo
Batroxobina Bothrops Sintético Serina proteasa Diagnostico del
(Reptilase®) jararaca trastorno de la
coagulacion
sanguinea.
Batroxobin ) Rompe la cadena | Gelificacion de la
Both t Purificad .
(Plateltex Act ®) OHrops atrox uriteado alfa de la fibrina sangre
Captopril Bothrops Sintético Inhibidor de la Hipertension, fallo
(Capoten ®) Jjararaca enzima de cardiaco
conversion de la
angiotensina
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Enalapril Bothrops Sintético Inhibidor de la Insuficiencia
(Vasotec ®) jararacd enzima de cardiaca por
conversion de la hipertension
angiotensina
Ecarin® Echis carinatus | Sintético Activador de Anticoagulante e
protrombina inhibidor de
proteasa trombina
Tirofiban Echis magus Sintético | Antagonista de la | Sindrome coronario
(Aggrastat ®) union del agudo
fibrindgeno al
receptor GPIIb/I1Ia

Nota. Datos obtenidos de (Bordon et al., 2020).

Polet Socorro Barrionuevo Carmilema
Vanessa Carolina Ugufia Andrade

32



UCUENCA

CAPITULO 11
METODOLOGIA

2.1. DISENO Y TIPO DE ESTUDIO
El presente trabajo consistio en una revision bibliografica narrativa de la literatura
cientifica sobre la farmacologia y potencial biotecnologico de los péptidos y toxinas

antibacterianos presentes en los venenos de serpientes.

2.2. FUENTES DE INFORMACION Y ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA

La busqueda de informacion se efectud en diversas bases de datos como: ScienceDirect,
PubMed, PubMed Central, SciELO, SpringerLink, Scopus, Taylor and Francis y otros, ademas en
los sitios web de la OPS/OMS. Se utilizaron las siguientes palabras clave y operadores booleanos
de busqueda: snake venoms AND antimicrobial peptides, snake antimicrobial peptides, toxin
snake, natural snake antimicrobial peptides, ophidic toxins, PAMs activity. Se seleccionaron

publicaciones en los idiomas espafiol, inglés y portugués; considerando el afio de publicacion

limite a 2016.

Después de la busqueda en las bases de datos antes mencionadas, se selecciond en una

matriz de Excel un total de 101 articulos cientificos, los cuales se detallan en la tabla 4.

Tabla 4.

Numero de articulos cientificos seleccionados de las diferentes bases de datos digitales.

Base de datos digital Numero de articulos encontrados
PudMed 27
PudMed Central 24
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ScienceDirect 24
SciELO 5
SpringerLink 5
Scopus 3
Taylor and Francis 2
Otros* 11

TOTAL 101

Nota. Otros* simplifica informacion obtenida de revistas cientificas que no se encuentran en las
anteriores bases digitales. Tabla sintetizada y realizada por las autoras.

2.3. CRITERIOS DE SELECCION

Se seleccionaron los articulos pertinentes en la medida en que mostraron importancia
farmacoldgica y biotecnoldgica en el tema principal y los subtemas analizados. Para iniciar la
seleccion de la informacion a utilizar se dio lectura del titulo y el resumen de cada articulo, ademas

se aplicaron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

2.3.1. Criterio de inclusion

- Articulos originales y que presenten su informacion completa, ademas de priorizar

articulos de revision y experimentales.

- Publicaciones en espaiiol, inglés y portugués.

- Fecha de publicacion desde el 2016.
2.3.2. Criterio de exclusion

- Publicaciones sin acceso al texto completo, ademas de los articulos que no cumplan los
parametros de inclusion antes mencionado.

- Articulos cientificos cuya fuente de informacion sea de origen dudoso o poco confiable.
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2.4. SELECCION Y RECOPILACION DE ARTiCULOS

La seleccion de los articulos empezo con la busqueda en las bases de datos digitales, donde
se eligieron los articulos de interés que cumplieran los criterios de inclusion y exclusion,
posteriormente se decidié que toda la informacion importante sea almacenada y ordenada en una
matriz de Excel, de la cual se obtuvo un total de 101 articulos cientificos, de los mismos se analiz6
el titulo y resumen, y a partir de este andlisis se subdividié una nueva matriz, la cual engloba 52
articulos cientificos los cuales fueron leidos en su totalidad y fueron usados como base principal
para plasmar como evidencia la accién antimicrobiana de los péptidos y toxinas ofidicas, que es el

tema central de la presente revision bibliografica.

Una vez seleccionados los articulos cientificos incluidos en esta revision bibliografica,
estos fueron registrados en el gestor bibliografico Zotero. La informacion obtenida apoyo la
creacion de la base de datos de Excel. En esta base se recopilo la siguiente informacion: Autores,
afio de publicacion, pais, titulo del articulo, tipo de estudio, idioma de origen, revista de
publicacion, base de datos digital donde fue obtenido, resumen, link o DOI; la visualizacion de

ambas matrices: general y especifica se pueden encontrar en el anexo 1 y anexo 2.
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CAPITULO 111

RESULTADOS
3.1. SUSTANCIAS BIOQUIMICAS ANTIBACTERIANAS PRESENTES EN LOS

VENENOS DE SERPIENTES

Las serpientes al igual que otros animales, producen sustancias para la proteccion contra
los microorganismos. Muchas de estas sustancias son péptidos y toxinas. Con el creciente
problema de la resistencia antimicrobiana, existe un mayor interés en la aplicacion farmacologica
de péptidos y toxinas ofidicas para tratar infecciones. En la actualidad se estdn realizando esfuerzos
para aumentar la potencia y la especificidad de estos péptidos y toxinas para que sean letales contra
los microorganismos, y no produzcan toxicidad. Para lograr esto de manera eficiente, es importante
comprender el mecanismo de accion de estos agentes y la razon de su selectividad (Lewies et al.,

2019).

3.1.1. Péptidos antimicrobianos

3.1.1.1. Definicion

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) aislados de los venenos de las serpientes son
péptidos cortos, estructuralmente diversos de bajo peso molecular (menores a 10 kDa), catidonicas
con una carga neta de +2 a+9, por su alto contenido de lisina y arginina. Ademas, son anfipaticas
a pH fisioldgico, lo que les concede estabilidad. Se clasifican, de acuerdo a la estructura
secundaria que poseen, en cuatro grupos de PAMs: a-hélice, hoja B (estabilizados por dos o tres

enlaces de disulfuro), estructuras extendidas con uno o mas residuos predominantes (como
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triptéfano y prolina) y en forma de lazo por la presencia de puentes simples de disulfuro (da Silva

Caldeira et al., 2021; Hollmann et al., 2018)

Los PAMs poseen aproximadamente un 50% de residuos hidrofdbicos, lo que favorece
una conformacion anfipatica, al interactuar con las membranas de grupos cargados positivamente
e hidrofobicos se segregan en caras opuestas de una hélice alfa, una hoja beta o alguna otra

estructura terciaria (da Silva Caldeira et al., 2021).
3.1.1.2. Tipos de PAMs

La mayoria de los estudios relativos a los péptidos antimicrobianos de los venenos de
serpiente engloban una amplia y nueva investigacién, los mismos que se centran en las
propiedades antimicrobianas del grupo de las vipericidinas, dentro de las cuales se encuentran
catelicidinas y crotalidicina, ademas de las defensinas y waprin. En este apartado se mencionaran

a los mismos en mayor detalle (Tasoulis & Isbister, 2017)
3.1.1.2.1. Vipericidinas

Las vipericidinas son péptidos precursores, los cuales estan relacionados con las
catelicidinas, estos péptidos provienen de las glandulas venenosas de Bothrops atrox
(Batroxicidina), Bothrops lutzi (Lutzicidina), Crotalus durissus terrificus (Cotralicidina) y

Lachesis muta rhombeata (Lachesicidina) (Lima et al., 2022).

En este grupo de péptidos antimicrobianos de serpiente se mantienen las caracteristicas
estructurales generales que son tipicas de todos los precursores de catelicidinas, incluyendo

precursores de pro péptidos codificados por un péptido sefial, con 20 residuos de aminoacidos,
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seguido de una pro secuencia altamente conservada (dominio N — terminal llamado catelina) y
un carboxilo-terminal hipervariable en el que estan contenidas las secuencias cationicas de

PAMs y que se liberan proteoliticamente (Falcao & Radis-Baptista, 2020).

Estos péptidos antimicrobianos son de amplio espectro, activos en la membrana que
alteran la integridad de la bicapa lipidica, penetran en el citoplasma celular, interactian con las
moléculas de ADN e impiden los procesos celulares, provocando una muerte celular rapida y
eficaz. Se ha evidenciado una gran actividad contra cepas clinicas y estandar de bacterias,

incluidos los aislados resistentes a los antibidticos (Sala et al., 2018).
3.1.1.2.2. Catelicidinas

Las catelicidinas derivadas del veneno de serpiente han sido ampliamente estudiadas,
principalmente en las familias Elapidae y Viperidae. Por medio del estudio completo del
genoma de los venenos de serpiente, se ha podido identificar este tipo de péptidos (Barros et al.,

2019).

Las catelicidinas son un grupo de PAMs que funcionan como efectoras multifuncionales
de la inmunidad innata. Esta familia son moléculas bioactivas multifuncionales provenientes de
la escision proteolitica (Forde & Devocelle, 2016). En su estructura posee un péptido senal, el
cual, esta codificado por un gen en el segmento N-terminal y un dominio de catelina, siendo
este ultimo un pro-péptido altamente conservado, seguido de un dominio antimicrobiano C-

terminal estructuralmente diverso (Barros et al., 2019).

Las catelicidinas tienden a ser lineales y formar hélices a anfipaticas al entrar en

contacto con las membranas bacterianas. Esta caracteristica juega un papel fundamental en su
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actividad antimicrobiana (Barros et al., 2019), ya que la principal propiedad antimicrobiana de
amplio espectro de las catelicidinas es la interaccién con la membrana bacteriana (Pérez-

Peinado et al., 2018).

Se puede observar que los mecanismos de accion de las catelicidinas son los mismos
que los de la mayoria de los PAMs cationicos, es decir, los tres principales modelos de
interaccion de la membrana bacteriana: modelo de alfombra, modelo de barril y modelo de poro

toroidal (Kumar et al., 2018; Mahlapuu et al., 2016).

Ademas de los objetivos de la membrana, las catelicidinas también pueden actuar
intracelularmente, uniéndose o degradando moléculas, incluidos el ADN, el ARN y las
proteinas. Pueden interferir con la sintesis de ADN y ARN vy afectar las funciones de enzimas
y otras proteinas, que son moléculas cruciales para la supervivencia celular (Agier et al., 2015;

van Harten et al., 2018).
3.1.1.2.2.1. Crotalidicina

Barros et al., (2019) menciona que la crotalidicina esta conformada por 34 residuos de
aminodacidos y un perfil estructural alfa helicoidal anfipatico, el cual ha sido aislado de la
glandula venenosa de Crotalus durissus terreficus. Ademas, indica que la actividad
antimicrobiana de este péptido radica en su fragmento C-terminal, en el cual también se han
realizado estudios de potencial antibacteriano. La crotalidicina tiene su actividad
antimicrobiana contra microorganismo gramnegativos, ademas, en varios estudios no se ha

observado la hemolisis de eritrocitos.

3.1.1.2.2. Defensinas
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Las serpientes para la depredacion y composicion de su veneno han desarrollado
muchos péptidos activos, entre los cuales se resalta la actividad de las defensinas, de las cuales

se destaca la actividad de la B -defensinas (Oguiura et al., 2022).

Las defensinas en las serpientes son estructuralmente complejas conformadas por 29 -
40 aminodcidos, con un pliegue rico en hojas 3 y un marco de seis cisteinas unidas por disulfuro.
Constan de una subfamilia B que puede expresarse en los reptiles, a diferencia de los mamiferos

que poseen las subfamilias a, B y recientemente la -defensina (Oguiura et al., 2022).

Las defensinas presentan actividad contra bacterias, especialmente cuando se
encuentran en condiciones de bajas concentraciones de cationes divalentes, baja fuerza i6nica,
proteinas plasmaticas y otras sustancias interferentes. Su actividad antimicrobiana se puede
observar en bajas concentraciones como 1 - 10 uM, cabe mencionar que a concentraciones mas
altas puede presentar actividad citotdxica para las células de mamiferos. Generalmente, las
bacterias metabolicamente activas son mas sensibles a la actividad antimicrobiana de las

defensinas (Bocian & Hus, 2020).
3.1.1.1.3.1. S — defensinas

Las B-defensinas es la unica subfamilia de las defensinas expresada por las serpientes,
se encuentran dentro del grupo mas importante de péptidos antimicrobianos conocidos. Estos
son de naturaleza catidnica, con poca similitud de secuencia, pero con una estructura terciaria
conformada de tres cadenas B dispuestas en una hoja antiparalela conservada y estabilizada

gracias a seis cisteinas (Y. S. de Oliveira et al., 2018).
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3.1.1.2.4. Waprin

Waprin es una de las nuevas familias de péptidos de venenos de serpientes. Estas
presentan una similitud estructural con las proteinas acidas del suero (WAP). El dominio WAP
consta de 50 residuos de aminoacidos, con 8 residuos de cisteina que forman 4 enlaces disulfuro.
Aunque los residuos de cisteina se conservan, los segmentos entre cisteinas son distintos entre
miembros de la misma familia, ademas consta con proteinas con funciones divergentes como
lo son: SPAI (inhibidor de Na*, K, ATPasa), elafina, SLPI (inhibidor de proteinasa leucocitaria
secretora) caracterizados por ser inhibidores de proteinasa con una gran actividad
antimicrobiana, SWAM 1 y SWAM?2 (proteinas de WAP) que son proteinas antibacterianas

(Tasoulis & Isbister, 2017). (Tasoulis & Isbister, 2017).

3.1.2. Toxinas antimicrobianas

3.1.2.1. Definicion

El veneno ofidico es una mezcla compleja de componentes farmacoldgicamente activos.
La toxicidad del veneno de serpientes generalmente est4 relacionada con pocas toxinas. Para que
una toxina produzca su efecto biologico tiene que poseer dos importantes propriedades: la
afinidad para unirse al receptor formando un complejo y la eficacia o actividad intrinseca, es
decir, la capacidad de desencadenar su efecto toxico una vez que se haya unido con un

determinado receptor (Trim et al., 2021).

Las toxinas ofidicas suelen ser moléculas estables, capaces de sobrevivir al entorno
proteolitico de la glandula del veneno gracias a formacion de enlaces disulfuro. Esta estabilidad

es la que ayuda a alcanzar los receptores diana en el momento del envenenamiento. La elevada
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afinidad hacia un tipo de receptor es una gran ventaja a la hora de usar estos componentes del
veneno en ensayos terapéuticos, permitiendo alcanzar el objetivo y minimizar el riesgo de efectos
secundarios. No obstante, se han identificado y caracterizado menos del 0,01% de estos
compuestos y una gran proporcion de toxinas actua sobre receptores aun desconocidos.
Adicionalmente, la mayoria de las toxinas conocidas se han descrito solo de forma incompleta

(Trim et al., 2021).
3.1.2.2.  Tipos de toxinas antimicrobianas

Como anteriormente se ha mencionado la variabilidad de los componentes de los venenos
de serpientes dependen mucho de factores intrinsecos y extrinsecos. Basado en una constante
repeticion en estudios gendmicos, se determind que los componentes de los venenos ofidicos
varian en cantidad y en presencia de ciertos componentes, pero se ha determinado que existen
toxinas en mayor abundancia en todas las serpientes, tales como: metaloproteasas (SVMPs),
serina proteinasas similar a trombina (SVSPs), fosfolipasas A2 (PLA2), L-aminoacido oxidasas

(LAAO), lectina tipo-C (Alam et al., 2019).

Ademas, los componentes individuales del veneno de serpiente se han aislado y probado
por sus propiedades antibacterianas, siendo las dos familias de proteinas mds comunmente

estudiadas PLA2 y LAAO (Rheubert et al., 2020).
3.1.2.3.1. Fosfolipasa A2

La fosfolipasa A2 (PLA2) es uno de los componentes mayormente estudiados del
veneno de serpiente, son una familia de enzimas lipoliticas que catalizan especificamente la

hidrolisis de los enlaces de éster de acidos grasos para producir acidos grasos libres y
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lisofosfolipidos. Ademas, poseen una longitud de 120 a 130 residuos de aminoéacidos que estan

entrecruzadas por siete enlaces disulfuro (Ben Bacha et al., 2018).

Las PLA2 se pueden clasificar en més de 15 grupos diferentes, pero las 4 principales
son: PLA2 secretora (sPLA2), PLA2 citosolicas (cPLA2), PLA2 independiente del calcio
(1IPLA2) y acetil hidrolasas del factor de activacion de plaquetas (PAF-AH), también llamadas

como fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (LpPLA2 s) (Almeida et al., 2019).

La PLA2 del veneno de serpiente (svVPLA2) es parte de las PLA2 secretoras. Estas se
caracterizan por tener un bajo peso molecular entre 13 y 15 kDa, ademads presenta Ca*? unido
al sitio activo cuando es cataliticamente activo y seis enlaces disulfuro conservados con uno o
dos enlaces disulfuro variables. Este bucle de unién permite que sea altamente conservada y

que sea un buen sitio catalitico (Almeida et al., 2019).

La sPLA2 del veneno de serpiente (svPLA2s) juega un papel importante en la
morbilidad y mortalidad tempranas por mordedura de serpiente, causando destruccion de
tejidos, alteracion de los mecanismos homeostaticos criticos para la coagulacion y el transporte

de oxigeno, y muerte por paralisis (Almeida et al., 2019).

La svPLAZ2s se clasifican en PLA2 del grupo I (svPLA2s GI) y del grupo II (svPLA2s
GII) en funcidn a la secuencia de sus aminoacidos, fuente y patrones de enlaces disulfuro. Las
svPLA2s GI estan presentes en Hydrophiidae y Elapidae, mientras que las svPLA2s GII se
encuentran en serpientes Crotalidae y Viperidae, ademas este grupo se puede subdividir en dos
isoformas: Asp49, que son cataliticamente activos, y Lys49, que no tienen actividad catalitica

(Charvat et al., 2018).
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El grupo svPLA2s G II son las enzimas mas estudiadas entre las svPLA2s con respecto
a la infeccion, la inflamacion y sus efectos bactericidas, esto se debe principalmente a que
muestran una diversidad funcional significativa independientemente de su capacidad para
hidrolizar fosfolipidos, lo que explica por qué se pueden usar para diferentes propositos

terapéuticos (Abid et al., 2020).
3.1.2.3.2. L- amino dacido oxidasas

L- amino acido oxidasas de venenos de serpientes, por sus siglas svLAAOs, son enzimas
homodiméricas, que poseen una masa molecular entre 120 — 150 kDa; estas enzimas se
encuentran en los venenos de serpientes de las familias Viperidae, Crotalidae y Elapidae (Ullah,
2020). Presenta en cada sub unidad un enlace no covalente con cofactores FAD (dinucledtido
de adenina y flavina) o FMN (monocledtido de flavina) (Costa et al., 2016). La presencia de
riboflavina produce el color amarillo en los venenos, y este hecho facilita su purificacion. Estas
enzimas catalizan la desaminacion oxidativa de un sustrato L-amino 4cido a un alfa cetodcido

en donde se produce amoniaco y perdxido de hidrogeno (Costa et al., 2016).

En general, la composicion de los svLAAO es similar, con varios residuos de
asparagina, acido glutamico y éacido aspartico y pocos residuos de metionina y triptéfano. El
numero de residuos de cisteina varia, lo que muestra variaciones en la estructura terciaria de

estas enzimas (Costa et al., 2016; Costal-Oliveira et al., 2019).

Los productos generados de esta reaccion, desencadenan una gran diversidad de
funciones, incluyendo la induccion del edema, hemorragia, la inhibicion o la induccion de la

agregacion plaquetaria, induccion de apoptosis y actividad antimicrobiana (Ullah, 2020).
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Varios estudios han indicado que la actividad antibacteriana de los svLAAO es
completamente inhibida por las catalasas, lo que muestra que la accion antibacteriana de los
svLAAO se genera por el peroxido de hidrogeno producido durante la oxidacion de los L-amino
acidos. El peroxido de hidrogeno es un agente antimicrobiano, y el dafio inducido en el ADN y
la muerte celular se atribuyen a la citotoxicidad directa del peroxido de hidrogeno y de las
especies reactivas del oxigeno (ROS) que se producen por el peroxido de hidrégeno (Costal-

Oliveira et al., 2019; Kasai et al., 2016).
3.1.3. Venenos de serpiente crudos con capacidad de eliminar microorganismos

Se ha determinado previamente que los venenos ofidicos crudos y sus constituyentes son
efectivos contra las bacterias. Aunque la composicion del veneno puede ser similar entre taxones,
ciertas familias de proteinas pueden estar limitadas a un grupo selecto de serpientes, como las
toxinas de 3 dedos (3FTX), principalmente limitadas a Elapidas. Lo que genera que la eficacia
antibacteriana dependa de cada especie de serpientes y que se muestre una eficacia marcadamente

diferente hacia varias bacterias (Rheubert et al., 2020).

Por ejemplo, Rheubert et al., (2020) analiza que el veneno crudo de Crotalus atrox es
efectivo contra Escherichia coli, mientras que el veneno crudo de Crotalus durissus no lo es; Esta
diferencia puede atribuirse a la variacién en la composicion del veneno, ya que Crotalus atrox
tiene altas concentraciones de metaloproteinasas ofidicas, mientras que Crotalus durissus tiene

bajas concentraciones.

Ademas, para ejemplificar la actividad antimicrobiana de los venenos de serpientes se

puede mencionar el estudio de Solano Godoy et al., (2020) donde se demostré que el veneno
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extraido de la cascabel Crotalus durissus presentaba una amplia accidon bactericida al inhibir el
crecimiento de Escherichia coli con una CMI de 50 ug/mL, Staphylococcus aureus CMI de 125
ug/mL y Pseudomona aeuroginosa CMI de 62,5 ug/mL; Numerosos estudios se centraron en las
propiedades antibacterianas del veneno de serpiente y mas del 58% de esos estudios informaron

resultados efectivos (Charvat et al., 2018).

Sulca etal., (2017), evidencid la capacidad antibacteriana del veneno crudo de la
Bothriopsis oligolepis contra Staphylococcus aureus a una CMI de 0,78 pug/mL, Micrococcus
luteus a una CMI de 50 pg/mL, Escherichia coli a una CMI de 25 pg/ml, Pseudomonas
aeruginosa a una CMI de 25 pg/mL y Salmonella choleraesuis a una CMI de 50 pg/mL, asi

probando una vez mas el potencial antimicrobiano de los venenos crudos ofidicos.

En la tabla 5 se plasma la actividad antimicrobiana de los venenos crudos ofidicos, los

microorganismos sensibles y la CMI.

Tabla 5.

Actividad antimicrobiana de los venenos crudos ofidicos: microorganismos sensibles y CMI.

Actividad antimicrobiana venenos crudos ofidicos
Especie de 1a que se Mlcroorgamsmos CMI Autor — Aiio
obtuvo sensibles
Escherichia coli 50 pg/mL
Crotalus durissus Staphylococcus aureus | 125 ug/mL | (Solano  Godoy et al.,
Pseudomona 2020)
. 62,5 pg/mL
aeuroginosa
Staphylococcus aureus | 0,78 ng/mL
Micrococcus luteus 50 pg/mL
Escherichia coli 25 yg/mL
Bothriopsis oligolepis Pseudgmonas 25 pg/mlL (Sulca et al., 2017)
aeruginosa
Salmonella
choleraesuis >0 pg/ml.
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Streptococcus
pneumoniae,
Staphylococcus aureus,
Vipera ammodytes ggé;’;fg;;uig ;zi’ecalls, :Lg /mi >12 (Gopcevic et al., 2021)
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas
aeruginosa
Naja siamensis
(Thailand)
Naja naja (Pakistan) Staphylococcus aureus,
Naja naja (India) methicillin-resistant S.
Naja kaouthia | qureus (MRSA, clinical
(Thailand) isolate), Staphylococcus
Na]:a oxiana (Paki‘stan.) epidermidis, 0,125 pg/ml
Naja karachiensis Staphylocc?ccus 2256 pg/ml (Rangsipanuratn et al.,
(Pakistan) saprophyticus, 2019)
Bungarus sindanus | Staphylococcus
(Pakistan) lugdunensis,
Bungarus  fasciatus Enteroc.‘oc'cus fqecalis y
(Thailand) Escherichia coli
Ophiophagus hannah
(Thailand)
Pseudomonas
. 62,5 ng/ml
aeruginosa
Staphylococcus aureus | 125 ng/ml
Crotalus durissus | Micrococcus luteus <500 pg/ml | (do Carmo Dietz et al.,
terrificus Salmonella  enterica 62.5 pg/mL 2018)
serovar typhimurium
Corynebacterium
gluthicum 500 pg/mL

Nota. Sintetizado y realizado por las autoras.

3.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA, ESPECIES DE MICROORGANISMOS

VULNERABLES Y SUS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE LOS

PEPTIDOS Y TOXINAS PRESENTES EN LOS VENENOS DE SERPIENTES

3.2.1. Péptidos antimicrobianos

3.2.1.1. Mecanismo de accion antimicrobiana
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Los péptidos antimicrobianos aislados de los venenos de serpientes se definen como
moléculas que tienen una defensa critica contra todo tipo de microorganismos. Desempefian un
papel importante en la inmunidad innata y exhiben el efecto bactericida. En los ultimos afios, los
PAMs han suscitado un interés considerable como nuevo tipo de agentes antimicrobianos por
varias razones, tales como su selectividad hacia las membranas microbianas, rapido mecanismo
de accion, amplio espectro antimicrobiano y la baja frecuencia en la seleccion de cepas
resistentes. Para las aplicaciones clinicas, es importante desarrollar PAMs potentes con menos

toxicidad contra las células del huésped (Alam et al., 2019).

De manera general su mecanismo de accion antimicrobiano consiste en desestabilizar la
membrana celular del patégeno. Los PAMs poseen carga neta positiva, lo que permite su
interaccion con los fosfolipidos anionicos de la membrana bacteriana. La interaccion de los
PAMs con la bacteria depende de la composicion de la membrana del patdgeno, asi como de la

concentracion del péptido antimicrobiano disponible (Onate-Garzon et al., 2017).

Al momento en el que se genera la interaccion que produce el complejo PAMs - bacteria,
donde se forman poros intramembranales a través de la bicapa lipidica de la membrana,
permitiendo ingreso de agua, lo cual genera lisis de la bacteria y, por lo tanto, su muerte (Ofiate-

Garzon et al., 2017).

3.2.1.1.1. Modelo de alfombra

Los PAMs no tienen que actuar necesariamente a través de la formacion de poros, y en muchos
casos se cree que actian a través de la permeabilizacion no especifica de la membrana. Los
péptidos son atraidos inicialmente a las membranas especificas a través de fuerzas

electrostaticas (Woo & Lee, 2017). Tras la union se produce un cambio conformacional y las
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regiones hidrofobicas del péptido pueden o no insertarse en el nucleo de la membrana. Al
alcanzar una concentracion critica, cubren efectivamente la superficie de la membrana en forma
de alfombra. Una vez alcanzada la concentracion critica, esto provoca un cambio en la energia
y la fluidez de la membrana hasta que la estructura de la membrana se desestabiliza y ya no se
puede mantener. El mecanismo de alfombra se considera principalmente como el paso previo a

la formacion de poros toroidales (Ha Gan et al., 2021; Woo & Lee, 2017).

3.2.1.1.2. Modelo de barril
De manera general, en un poro de duela de barril, los péptidos interactuan lateralmente
entre si para formar una estructura especifica que recuerda a un canal i6nico de proteina de

membrana (Bin Hafeez et al., 2021; Roncevi¢ et al., 2019).

La formacion de poros de duela de barril es impulsada por coincidencia hidrofobica.
Las interacciones electrostaticas e hidrofobicas son importantes ya que las moléculas de PAMs

interactiian tanto con los grupos de cabeza como con las colas de lipidos (Zhang et al., 2021).

Para la mayoria de los péptidos, un evento temprano es la formacion de enlaces de
hidrégeno entre los residuos basicos (arginina y lisina) y los grupos fosfato de los lipidos. Tanto
la lisina como la arginina son donantes de enlaces de hidrogeno, los residuos hidréfobos pueden
penetrar ain mas y desorganizar la region de la cola lipidica de la membrana (Chung &

Khanum, 2017).

Los péptidos antimicrobianos se agregan entre si, penetran la bicapa de la membrana
celular en forma de multimeros y forman canales. A medida que se acumulan mas moléculas

de PAMs en la interfaz membrana-agua, la membrana se adelgaza. El adelgazamiento de la
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membrana da como resultado una expansion lateral, lo que afecta las propiedades mecénicas de

la membrana (Mwangi et al., 2019; Zhang et al., 2021).

3.2.1.1.3. Modelo de poro toroidal

En este modelo, los PAMs se unen a la superficie de la membrana a través de atracciones
electrostaticas donde luego sufre un cambio conformacional adoptando una estructura
anfipatica. Los dominios hidrofébicos se orientan hacia fuera (ntcleo de la membrana), y las
regiones hidrofilicas hacia dentro (poro acuoso). Esto permite una minima exposicion de los
residuos hidrofilicos a las colas hidrofébicas de los lipidos y las regiones hidrofobicas del
complejo, asi evitando el poro acuoso hidrofilico (Avci et al., 2018; Sanhajariya et al., 2018;

Wang et al., 2016).

Esta tension, junto con el adelgazamiento de la membrana, hace que la superficie sea
mas vulnerable a los PAMs al desestabilizar la integridad de la membrana. Cuando se alcanza
un umbral critico de concentracioén de péptidos, los péptidos individuales se auto-ensamblan y
crean una estructura mayor, compuesta por una cantidad variable de péptidos que se inserta mas

profundamente en la membrana formando un anillo como un poro (Sanhajariya et al., 2018).

Esta disposicion no es tan estable, es mas transitoria, ya que se ve afectada por la carga
del péptido, un mayor numero de cadenas laterales positivas provoca una repulsion y produce

poros con vidas més cortas (Pino & Lazaridis, 2018; Sanhajariya et al., 2018).

En la tabla 6 se observa un resumen sobre la actividad de los péptidos antimicrobianos

obtenidos de los venenos ofidicos.
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Tabla 6.

Resumen - Péptidos antimicrobianos aislados de venenos ofidicos.

Péptidos antimicrobianos aislados de los venenos ofidicos.

Péptidos con
mayor relevancia e

Estructura proteica

Mecanismo de accion

Defensinas, Waprin

prolina) y en forma de lazo por la
presencia de puentes simples de disulfuro

. antimicrobiana
impacto
a-hélice, hoja B (estabilizados por dos o .-
C . » hoja B ( ) p Desestabilizar la
Vipericidinas, tres enlaces de disulfuro), estructuras
C ) . . membrana: Modelo de
Catelicidinas, extendidas con uno o mas residuos
. . . alfombra, Modelo de
Crotalidicina, predominantes (como triptéfano y

barril, Modelo de poro
toroidal

Nota. Informacion obtenida de (Alam et al., 2019; da Silva Caldeira et al., 2021; Mohamed Abd
El-Aziz et al., 2019; Munawar et al., 2018; Oliveira-Junior et al., 2018; Sanhajariya et al., 2018;
Tasoulis & Isbister, 2017a)

3.2.1.2. Especies de microorganismos vulnerables y su concentracion minima inhibitoria

3.2.1.2.1. Catelicidinas

3.2.1.2.1.1. Crotalidicina

Su mecanismo de accioén antimicrobiano es por medio de un fragmento del péptido

crotalidicina, el cual se dirige a la superficie de la bacteria mediante atracciones electrostaticas

entre su carga positiva y los fosfolipidos anionicos de las membranas celulares bacterianas.

Los residuos hidrofobicos del péptido interactian con las colas hidrofobicas de los

fosfolipidos, y la membrana plasmatica bacteriana se desestabiliza, lo que conduce a la muerte

celular bacteriana (Oliveira-Junior et al., 2018).

La CMI y la CMB de las vipericidinas resultaron prometedoras contra las bacterias

ATCC, y sobre todo contra las MDRB, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli. El péptido

crotalidicina es mas activo contra las bacterias ATCC Klebsiella pneumoniae 13883 (4
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ug/mL) y Escherichia coli 25922 (2 ng/mL), mientras que la batroxicidina (8 pg/mL para
ambas bacterias), pero menos activo contra Pseudomona aeruginosa 27853 (16 y 8 ug/mL).
Por otro lado, el péptido batroxicidina se mostrd tan activo como la crotalicidina frente a los
dos aislados clinicos Klebsiella pneumoniae 1445333 'y Escherichia coli 2101123,
presentando una CMI de 16 pg/mL y 8 pg/mL respectivamente. Para el aislado clinico
Escherichia coli 2101123, la batroxicidina demostrd ser mas activa que la crotalicidina (4 y
16 pg.mL) (Oliveira-Junior et al., 2018). De igual manera los estudios demostraron que la
Crotalidicina y Batroxicidina presentan bajos efectos hemoliticos lo que puede estar

relacionada a su estructura alfa helicoidal (Oliveira-Junior et al., 2018).

Pérez-Peinado etal., (2018) realizaron su experimento con el péptido total de
crotalidicina, ademas de aislar el fragmento C terminal de la crotalidicina (Cnt 15-34), el cual
ha demostrado la actividad antimicrobiana. Estos péptidos fueron aislados del veneno de
Crotalus durissus terrificus. La actividad antimicrobiana de crotalidicina y Ctn 15-34 se
estudio contra las cepas de referencia E. coli 25922 y P. aeruginosa 27853. Las CIM y CBM
se determinaron por el método de microdilucion en caldo. se prepararon suspensiones
bacterianas por el método de suspension directa de colonias en el caldo Mueller Hinton y se
incubaron 18 horas a 37 °C con diluciones seriadas de péptidos péptido en placas de
poliestireno de 96 pocillos. Transcurrido las 24 horas se observo los resultados. Con respecto
a la crotalidicina, se observa una CMI de 1.56 uM tanto para Pseudomona aeruginosa y
Escherichia coli; mientras que Cnt 15-34 posee una CMI de 12.5 uM y 6.25 uM para

Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli respectivamente.
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3.2.1.2.1.2. Otras catelicidinas

BF-30, es un péptido de la familia de las catelicidinas, este es derivado de Bacillus
fasciatus. Estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de la catelicidina-BF contra
Acinetobacter, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus, Klebsiella pneumoniae
incluidas cepas de microorganismos resistentes a multiples farmacos, es muy eficaz contra
diversas bacterias resistentes a los antibioticos (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli) incluidas las que causan heridas (MRSA). Este péptido es capaz de

inhibir y matar eficazmente bacterias, especialmente cepas gram-negativas (Barros et al.,

2019).

Ademas, se demostrd que la presencia de sales, como tampdn fosfato y cloruro de
sodio en soluciones puede mejorar la actividad antibacteriana de la catelicidina-BF en

comparacion con el medio acuatico, frente a cepas estandar (Falcao et al., 2016).

Entre las ventajas de este péptido se encuentra que previene la inflamacidn, no poseen
propiedades hemoliticas y/o citotdxicas en los eritrocitos humanos y células tumorales
hepaticas humanas a la concentracion mas alta probada. De igual manera, este péptido mostro

una alta estabilidad en suero durante aproximadamente 2 horas (Falcao et al., 2016).

Estudios realizados por Wei etal. (2015) aislaron la catelicidina Hc-CATH de la
serpiente marina Hydrophis cyanocinctus; donde pusieron a prueba su actividad
antimicrobiana contra Shigella dysenteriae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae con CMI
que van desde 0,16 a 20,67 pug/ml. Donde demostraron que las catelicidinas son capaces de
provocar la ruptura de la membrana celular bacteriana, lo que lleva a la fuga del contenido

citoplasmatico y, en consecuencia, matar a la bacteria.
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La catelicidina OH-CATH es derivada de serpientes de origen asiatico como
Ophiophagus hannah. Este péptido fue estudiado, en presencia de NaCl al 1 %; contra cepas
bacterianas (Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococo faecalis) inhibiendo todas las cepas y mostrando mejores
resultados para cepas aisladas clinica resistente a multiples farmacos de Enterobacter cloacae,
Acinetobacter spp., incluyendo Acinetobacter baumannuu resistente a multiples farmacos

(MDRB) ademas se observo una actividad hemolitica débil (Barros et al., 2019).

Por otro lado, Falcao, et al., (2016) analizaron la actividad antimicrobiana de los
péptidos Pt CRAMP1, Oh. CRAMP y BatxC (Batroxidina); estos péptidos son aislados de
Pseudonaja textiles, Ophiophagus hannah y Bothrops atrox respectivamente. Se utilizd
bacterias Gram negativas como, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii y positivas como, Staphylococcus aureus, Enterococo
faecalis, Streptococcus pyogenes. Pt CRAMPI1 indicé un rango de CMI 2-64 ug/mL,

Oh_CRAMP CMI 0.25-64 ug/mL, y BatxC 0.25-128 ug/mL

Cai et al. (2018) evidenciaron que el péptido CATHPb1, derivado de Python bivittatu,
tiene actividad antimicrobiana de amplio espectro in vitro contra varios microorganismos,
incluidas las cepas resistentes a los medicamentos como Staphylococcus aureus multi
resistente (vancomicina y meticilina resistente). En comparacion con los antibioticos de uso
comun, mostrd una mayor eficacia y un excelente potencial bactericida en ensayos cinéticos
de muerte. CATHPb1 también fue capaz de inhibir la formacion de biopeliculas y erradicar
biopeliculas preformadas o maduras de Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella

oxytoca y Staphylococcus aureus, mostrando una CMI entre 1.17 —37.5 ug/mL.
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Dematei et al., (2021) evaluaron la actividad bactericida de batroxicidina (BatxC) y
dos andlogos sintéticos, BatxC(C-2.15Phe) y BatxC(C-2.14Phe)des-Phel, los cuales fueron
aislados del venenos de Bothrops atrox (serpiente cabeza de lanza), donde pusieron a prueba
dicha actividad para inhibir en crecimiento de las cepas de Escherichia coli donde los CMI
fue de 0,48 uM (Batx(C), 0,48 uM (BatxC(C-2.15Phe)) y 0,93 uM (BatxC(C-2.14Phe));
Pseudomona aeruginosa 0,94 uM (BatxC), 0,97 uM (BatxC(C-2.15Phe)) y 1,87 uM
(BatxC(C-2.14Phe)) , Enterococcus faecalis 7,51 uM (BatxC), 7,75 uM (BatxC(C-2.15Phe))
y 7,48 uM (BatxC(C-2.14Phe)), Staphylococcus aureus 7,51 uM (BatxC), 1,94 uM (BatxC(C-
2.15Phe)) y 1,87 uM (BatxC(C-2.14Phe)); asi se pudo concluir que estos péptidos son valiosos

prototipos de farmacos para combatir infecciones bacterianas.

N. G. J. Oliveira et al., (2020) dos nuevos péptidos similares a catelicidina, llamados
BotrAMP14 y CrotAMP14, que fueron redisefiados a partir de batroxicidina y crotalicidina
de serpiente Bothrops atrox y Crotalus durissus terrificus, respectivamente. BotrAMP14 y
CrotAMP14 mostraron actividad antibacteriana de amplio espectro contra microorganismos
susceptibles (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus) con

concentraciones inhibitorias minimas que oscilan entre 2 y 35,1 uM.

La tabla 7 resume los articulos cientificos seleccionados sobre las principales
catelicidinas aisladas de los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos

sensibles.
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Tabla 7.

Resumen - Articulos cientificos seleccionados sobre las principales catelicidinas aisladas de
los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Actividad antimicrobiana: microorganismos sensibles y CMI — Vipericidinas:

Catelicidinas
Crotalidicina Especie de Microorganismos
. la que se & CMI Autor — Afio
aislada sensibles
obtuvo
Klebsiella pneumoniae, Oliveira-
o J12 a 64 .
1 Escherichia coli, mL Jinior et al.,
Pseudomona aeruginosa HE 2018
Falcao y
| Crotalus e erichia coli, |2 a 52| Radis-
2 | Crotalidicina | durissus ) .
. Pseudomona aeruginosa | pg/mL Baptista,
terrificus
2020
Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa
E. Jaecalis, 0.25 a 32 | Falcao et al.,
3 Staphylococcus aureus, L 2016
Klebsiella pneumoniae, HE
Acinetobacter
baumannii
Cro'talus Escherichia  coli 'y 01 a 100 | Pérez-Peinado
4 | Ctn(15-34) durissus Pseudomonas
. ) pm etal., 2018.
terrificus aeruginosa
Otras Especie de Microorganismos
catelicidinas la que se & CMI Autor — Afio
. sensibles
aisladas obtuvo
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1 | BF-30

Bungarus
fasciatus

Acinetobacter, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis,
Enterococcus,
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus. aureus,
Escherichia coli

0,6 a 94

pug/mL

Barros et al.,
2019.

2 | Hc-CATH

Hydrophis
cyanocinct
us

Shigella  dysenteriae,
Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae

0,16
20,67
pug/mL

a

Wei
2015.

et al.

3 | OH-CATH

Ophiophag
us hannah

Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona
aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus
aureus, Enterococo
faecalis  Enterobacter
cloacae, Acinetobacter
Spp. Acinetobacter
baumannuu (MRAB)

0,25 a
pg/mL

64

Barros et al.,
2019.

Pt CRAMPI

Pseudonaj
a textiles

BatxC

Bothrops
atrox

Oh_CRAMP

Ophiophag
us hannah

Escherichia coli,
Pseudomona
aeruginosa, Enterococo
faecalis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella
pneumoniae,
Acinetobacter
baumannii,

Streptococcus pyogenes

2 a
ug/mL

0,25 a
pg/mL

32

0,25 a
ug/mL

64

Falcao et al.,
2016.

5 | CATHPb1

Python
bivittatu

Escherichia colli,
Pseudomona

aeruginosa, Klebsiella
oxytoca y
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  aureus
MRSA y Staphylococcus

aureus VRSA

1.17 a 37.5

pg/mL

Cai
2018.

et al.,
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Bothrops
BotrAMP14 atrox Escherichia colli, N. G L
6 Klebsiella pneumoniae, | 2 a35,1 uM | Oliveira et
Crotalus Staphylococcus aureus al., 2020.
CrotAMP14 durissus
terrificus
Bothrops I . Dematei et
7 | BatxC atrox Escherichia coli 0,48 uM al., 2021,

Nota. Sintetizado y realizado por las autoras.

3.2.1.2.2. Defensinas

3.2.1.2.2.1. S — defensinas

La primera B-defensina descrita en serpientes es la crotamina, aislada del veneno de la
serpiente cascabel Crotalus durissus terrificus, estudios realizados por Costa Andrade, (2016)
ha evidenciado una mejor actividad antifungica que antimicrobiana esto a través del uso de
micro dilucion en placa, donde se evidencia un alto potencial de inhibicion en biofilms de
Candida krusei, ademas de las cepas de Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus, se observo
la inhibicién a estos microorganismos en CMI de 5 - 10 uM ; esto dado a una mayor afinidad

por membranas lipidicas con carga negativa, esto dado a su composicion lipidica anionica.

Otros estudios como el realizado por Oguiura et al., (2022) al estudiar péptidos
lineales, derivados de PB-defensinas de diferentes serpientes brasilefias a las cuales se les
denomino: Crotamina (aislado de Crotalus durissus), Crotasina (aislado de Crotalus
durissus), detbBd03 (aislado de Bothrops diporus), detbBj (aislado de Bothrops jararaca),
detbBju (aislado de Bothrops jararacussu), detbBmO02 (aislado de Bothrops mattogrossensis),
detbBmO3 (aislado de Bothrops mattogrossensis), detbBn02 (aislado de Bothrops neuwiedi),

detbLmO1 (aislado de Lachesis muta), detbLm02 (aislado de Lachesis muta), detbPm (aislado
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de Phalotris mertensis), detbTs (aislado de Thammnophis strigatus); donde se evalud su
actividad antimicrobiana contra cepas de Escherichia coli, Micrococcus luteus, Citrobacter
freundii, Staphylococcus aureus; Todas estas bacterias fueron sensibles a estos péptidos en
CMlI de 1,7 a 105 uM (Crotamina), 108 uM (Crotasina), 0,9 a 115 uM (detbBd03), 3,2 a 105
uM (defbBj), 111 uM (defbBju), 0,8 a 12,8 uM (defbBm02), 1,6 a 103 uM (detbBm03), 113
uM (defbBn02), 28,4 a 113 uM (defbLmOl1), 0,4 a 6,8 uM (defbLm02), 6,8 a 109 uM
(detbPm) y 15,3 a 122 uM (detbTs); Ademas, esto se pudo dar por la carga neta catidonica de
las defensinas. En fin, este estudio refleja que la actividad antimicrobiana fue la mas optima,

y puede servir como un molde para el desarrollo de antibidticos.

La tabla 8 resume los principales articulos cientificos seleccionados sobre las
principales defensinas aisladas de los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante

microorganismos sensibles.

Tabla 8.

Resumen - Articulos cientificos seleccionados sobre las principales defensinas aisladas de los
venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Vanessa Carolina Ugufia Andrade

Actividad antimicrobiana: microorganismos sensibles y CMI — Defensinas / 3-
defensina
Defensinas Especie de la que Microorganismos Autor —

. 5 CMI -
aisladas se obtuvo sensibles Afo
Crotamina Crotalus  durissus Cepas de Escherichia Costa
(B- terrificus coli y Staphylococcus | 5a 10 uM | Andrade,
defensina) aureus 2016.
Crotamina Crotalus durissus ES.C herichia coli, | 1,7 -a 105

Micrococcus  luteus, | pM Ocuiura et
Crotasina Crotalus durissus Citrobacter freundii | 108 uM alg 2022
detbBd03 Bothrops diporus Y Staphylococcus | 0.9 a 115
aureus uM
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defbBj Bothrops jararaca 32 a 105
uM
defbBju Bothrops 111 uM
Jjararacussu
defoBmo2 | Bothrops 0,8 a 12,8
mattogrossensis uM
defbBmo3 | Bohrops 1,6 a 103
mattogrossensis uM
defbBn02 Bothrops neuwiedi 113 uM
defbLmO1 Lachesis muta 284 a 113
uM
defbLm02 Lachesis muta 04 a 68
uM
defbPm Phalotris mertensis 6,8 a 109
uM
defbTs Thqmnophzs 153 a 122
strigatus uM

Nota. Sintetizado y realizado por las autoras.

3.2.1.2.3. Waprin

El primer miembro de esta familia es Nawaprin, fue aislado del veneno de serpiente
Naja nigricollis, estructuralmente presenta una corta hebra 3 antiparalela, con cuatro segmentos
circulares proyectados hacia el interior y conectados por cuatro enlaces disulfuro, ademas de
varios residuos de prolina. Se ha evaluado su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, siendo inhibidas en CMI de 2 a 10 pg; esta se da gracias a la accion
del SLPIy SWAM 1 y 2 que se han presentado como inhibidores de actividad antimicrobiana

(Bala et al., 2022).

Un nuevo miembro de esta familia es Omwaprin, aislado de Oxyuranus microlepidotus,
conformado por 50 residuos de aminodacidos, estructuralmente conformado por una columna
vertebral en espiral con dos segmentos circulares unidos por 4 enlaces disulfuro, ademas de 3

cadenas P en forma de bucle con N-terminal y C-terminal proyectados al exterior. Su parte N-
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terminal consta de 6 residuos de carga positiva, que es la base esencial pasa la actividad

antimicrobiana (Thankappan & Angayarkanni, 2019).

Varios estudios aislaron e identificaron el Omwaprin aislado de Oxyuranus
microlepidotus, donde probaron su actividad antimicrobiana contra cepas de Bacillus
megaterium 'y Staphylococcus warneri realizando ensayos de difusion radial, donde las dosis
inhibitorias minimas fueron de 1,7 a 560,2 ug/ml. Ademas de conocer que el mecanismo de
accion fue por ruptura de membrana. Evidenciando la actividad antibacteriana selectiva,

especifica y dependiente de la dosis contra bacterias gram-positivas (Bocian & Hus, 2020).

Thankappan & Angayarkanni. (2019) a partir de los seis residuos N-terminales
disefiaron dos péptidos derivados de Omwaprin (omw 1 y omw 2), los cuales presentaron una
amplia actividad antimicrobiana y antibiopelicula para las cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa; con una CMI que oscilaba entre 15,625 a
250 pg/ml para omw]1 y entre 31,3 a 500 pg/ml para omw2. Demostrando y evidenciando que

al ser mejorado y sintetizado es una ventaja para la creacion de nuevo antimicrobianos.

La tabla 9 resume los principales articulos cientificos seleccionados sobre los
principales waprin aislados de los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante

microorganismos sensibles.

Tabla 9.

Resumen - Articulos cientificos seleccionados sobre los principales waprin aislados de los
venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Actividad antimicrobiana: microorganismos sensibles y CMI — Waprin
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Waprln Especie de la Mlcroorganlsmos CMI Autor — Afio
aisladas que se obtuvo sensibles
1 | Nawaprin Naia nievicollis Escherichia coli y|2 a 10 |Bala et al,
P yame Staphylococcus aureus | pg/mL 2022.
. . 1,7 a .
2 | Omwaprin O).cyumm.ts Bacillus megaterium Ys 60.2 Bocian & Hus,
microlepidotus | Staphylococcus warneri 2020.
ug/ml
. . . 1 2
omw 1 Escherichia coli, | 15,625 a Thankappan &
3 Oxyuranus Staphylococcus — aureus, | 250 ng/ml A lanni
icrolepidotus | Pseudomonas ngayarkannt.,
mcrotep . 31,3500 | 2019.
omw 2 aeruginosa
ug/ml

Nota. Sintetizado y realizado por las autoras.

3.2.2. Toxinas antimicrobianas

3.2.2.1. Fosfolipasa A2
3.2.2.1.1. Mecanismo de accion antimicrobiana

Las svPLA2s muestran selectividad por la posiciéon del enlace éster acilo de los

fosfolipidos. Presentan una selectividad de ascenso gradual por el grupo polar en posicion sn-3
del glicerol: fofstidil glicerol (FG), fosfatidil colina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE). El ion
calcio (Ca®") es esencial en la actividad catalitica de la svPLA2s. Una de las caracteristicas de
la svPLAZ2s es su accion preferencial sobre los fosfolipidos localizados en la hoja interna de las
membranas: los fosfolipidos anioénicos como la fosfatidilserina (FS) o el FG y las FE,
particularmente abundantes en esta hemicapa; mientras que es poco activa sobre la FC, de la

hemicapa externa (Torrejon et al., 2019).

Teniendo en cuenta su selectividad catalitica, la pérdida de la asimetria fosfolipidica
pudiera ser el fendémeno celular que desencadenaria la accion de las svPLA2s. Este fendémeno

ha sido correlacionado con la actividad bactericida mostrada por la svPLA2s, atribuyéndose a
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la abundancia de fosfolipidos anionicos y FE en las membranas de las bacterias (Cota Teixeira

et al., 2022).

Para que ocurra la perdida de la simetria fosfolipidica de las membranas se ha planteado
la accioén de una enzima llamada flipasa o escambrasa que cataliza el paso de los fosfolipidos
de la cara interna a la externa (movimiento de flip-flop) asi, consiguiendo la pérdida de la
distribucion asimétrica de estos en la membrana, lo que provoca la evaginacion de esta, y la
formacion de microvesiculas que se desprenden. La formacion de estas microvesiculas permite
el incremento de la actividad de la svPLA2s; ademas se ha mostrado un fuerte aumento de la

concentracion del calcio en el citoplasma (Cota Teixeira et al., 2022).

En la tabla 10 se puede observar un resumen sobre la actividad antimicrobiana de la

fosfolipasa A2 aisladas de venenos ofidicos.

Tabla 10.

Resumen — Fosfolipasas A2 aisladas de venenos ofidicos.

Toxinas antimicrobianas aisladas de los venenos ofidicos.

Toxinas con mayor
relevancia e Estructura proteica
impacto

Mecanismo de accion
antimicrobiano

Familia de enzimas lipoliticas, con
una longitud de 120 a 130 residuos
de aminoacidos que estan

Actividad catalitica:
selectividad por la posicion

Fosfolipasa A2 k del enlace éster acilo de los
entrecruzadas por siete enlaces . .
(svPLA2s) . s fosfolipidos, produciendo
disulfuro. Perteneciente los venenos asimetria fosfolinidica de
oficios de la familia PLA2s, los membrana celiular
cuales a su vez se dividen en '
svPLA2s Gl y svPLA2s GII.
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Nota. Informacion obtenida de (Chan et al., 2016; Costal-Oliveira et al., 2019; Izidoro et al.,
2016; Kasai et al., 2016; Rheubert et al., 2020; Torrejon et al., 2019; Ullah, 2020; Waheed et al.,
2017)

3.2.2.1.2. Especies de microorganismos vulnerables y su concentracion minima
inhibitoria

Se ha visto evidencia cientifica que ha ido identificando nuevos PLA2 que presentan
actividad antimicrobiana, como es el caso de svPLA2s GI denominada BFPA extraida a partir
del veneno de Bungarus fasciatus, estd conformada por 15 medias cisteinas que forman 7
puentes disulfuro intramoleculares. Esta cisteina extra, ya que lo habitual es que sea conformado
con 14 cisteinas, es decir que su actividad cationica sea la responsable de su actividad
antimicrobiana, principalmente en bacterias Gram-positivas debido a la capacidad de penetrar
la pared anidnica de dichas bacterias, ademds que se prepararon varios ensayos para comprobar
su actividad bactericida frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, presenta una
concentracion inhibitoria minima (CMI) de 0,4 uM y 0,1 uM respectivamente; mostrando

efectivamente que inhibe a estas bacterias (Akef, 2019).

Para ejemplificar la accion antimicrobiana de svPLA2s GII, se puede mencionar el
estudio experimental realizado por Abid et al., (2020) donde purificaron y caracterizaron una
nueva svPLA2s GII del veneno de cobra del desierto de Walterinnesia aegyptia en Arabia
Saudita, la misma que llamaron WaPLA2-II, esta presento una alta estabilidad en medios con
pH éacido y alcalino, y a altas temperaturas; ademas se probo su actividad antimicrobiana
utilizando el método de dilucidon en agar contra Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Enterococcus faecalis y Salmonella enteric, donde los resultados
mostraron que efectivamente que WaPLA2-II fue eficaz contra estas bacterias patdogenas con

valores de IC50 que oscilaron entre 9 +£ 0,2 y 20 + 1 pg/mL. Es importante mencionar que la
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investigacion de Abid et al., (2020) nace a partir de la purificacion y caracterizacién que
realizaron Ben Bacha et al., (2018) de una svPLA2s GI del veneno de cobra Walterinnesia
aegyptia, al mismo que llamaron WaPLA2-I, en el mismo evaluaron su actividad
antimicrobiana contra bacterias grampositivas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus) y cuatro gramnegativos
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella), dando
como resultado que es eficaz contra bacterias susceptibles con valores de IC50 y CMI que

oscilan entre 10 y 17 pg/mL y entre 5 y 12 pg/mL, respectivamente.

La svPLA2s de Crotalus adamanteus, llamada toxina-II (CaTx-II) posee propiedades
antibacterianas contra Staphylococcus aureus con una CMI 7,8 pg/ml, mientras que sobre
Burkholderia pseudomallei y Enterobacter aerogenes se eliminaron a CMI 15,6 pug/ml.
Provocando la desintegracion de la pared celular, mediante la generacion de poros en la

membrana (Samy Perumal et al., 2016).

Resende et al., (2017) realizaron la purificacion de una svPLA2s 4cida a partir de
veneno serpiente Agkistrodon piscivorus leucostoma, a la cual denominaron AplTx-I, para
probar su actividad antimicrobiana se ocuparon las cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli'y Staphylococcus aureus, se ocuparon CMI de 3 mg/mL, y como resultado se
observo un efecto bajo, pero esto no impedia que se tomara como un futuro modelo base

antibacteriano.

Nunes et al., (2020) aislaron y purificaron una nueva svPLA2s del veneno de la
serpiente brasileia Bothrops erythromelas (la cual es de gran interés bio-farmacolodgico), al cual

denominaron como BE-I-PLA2; a esta isoforma purificada probaron su actividad
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antimicrobiana, donde obtuvieron buenos resultados de inhibicion en CMI de 37.49 uM para
cepas de Staphylococcus aureus (62% de actividad inhibitoria), Escherichia coli (12% de

actividad inhibitoria), Acinetobacter baumannii (37% de actividad inhibitoria).

Sudharshan & Dhananjaya, (2016) evaluaron el potencial antibacteriano de una
fosfolipasa A2 fraccion Vllla a la cual denominaron VRV-PL-VIIIa; la misma que fue aislada
del veneno de Daboia russelii pulchella; Fue puesta a prueba contra bacterias grampositivas
(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y bacterias grampositivas (Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Klebsiella pneumoniae y Salmonella paratyphi); donde se vio que eficazmente
inhibian a estas bacterias con una CMI entre 11,1 y 19,2 pg/mL. Ademads, el potencial
antibacteriano de VRV-PL-VIIla fue comparable al de los estdndares de gentamicina,

cloranfenicol y estreptomicina.

Bocian etal., (2020) analizaron el veneno de la cobra Naja ashei para buscar
especificamente actividades antimicrobianas, descubrieron una composicion especifica de
proteinas: 3FTx (F4-F7, F9—F10), donde la mayor proporcion de esta estaba conformada por
fosfolipasas A2; para evaluar la actividad antibacterial se demostrd frente a cepas de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (CMI = 37,25 ug/mL) y Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 (CMI= 9,3 ng/mL), donde efectivamente se acredita la accion las propiedades

bacteriostaticas y bactericidas de la svPLA2s.

Diniz-Sousa et al., (2018) en su estudio describieron el aislamiento de un homologo de
Lys49 PLA2 del veneno de Lachesis muta muta, al cual denominaron LmutTX y donde
examinaron sus propiedades antimicrobianas contra cepas de  Staphylococcus aureus,

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
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pneumoniae 'y Escherichia coli; auna CMI de 12,5 pg/mL por un periodo de 24 y 48 horas, se
pudo observar favorablemente que LmutTX pudo inhibir el 60 % del crecimiento de las cepas
de Staphylococcus aureus y MRSA durante periodos de 24 y 48 horas. Se observd una
inhibicién de 35 % para Pseudomona aeruginosa en 24 h, aumentando este porcentaje a 50 %
en 48 h; 30% del crecimiento de Klebsiella pneumoniae fue inhibido por la toxina en ambos
periodos de incubacion. Las bacterias Escherichia coli no fueron susceptibles a la accion de la

toxina a la concentracion evaluada.

Sudharshan & Dhananjaya, (2016) evaluaron el potencial antibacteriano de una proteina
acida denominada NN-XIb-PLA2 (fraccion de fosfolipasa A2 del veneno de Naja naja, XIb)
del veneno de la cobra Naja naja, mostrd una accion bactericida significativa contra las cepas
patdogenas humanas probadas, ya que inhibia con mayor eficacia las bacterias gram positivas
como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, en comparacion con las bacterias gram
negativas como Escherichia coli, Vibrio cholerae, Klebsiell pneumoniae y Salmonella
paratyphi; esta accion inhibitoria del crecimiento bacteriano, se daba con valores de CMI que
oscilaban entre 17 y 20 pg/ml. Ademas, se encontr6 una fuerte relacion entre las actividades de

PLA2 y antibacteriana, esto debido a su actividad catalitica.

Almeida et al., (2016) estudiaron una nueva Lys49 fosfolipasa A2 dimérica del veneno
de serpiente Crotalus oreganus abyssus a la cual denominaron Coa Tx-II, esta fue purificada y
caracterizada estructuralmente; ademas se evalud su potencial bactericida, el mismo que fue
puesto a prueba y dio resultados positivos de inhibicion con una CMI de 10 pg/ml, frente a
bacterias gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) y positivas (methicillin-

resistant Staphyloccocus aureus).
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Corréa et al., (2016) aislaron, caracterizaron bioquimica y biol6gicamente un homodlogo
de la Lys49 fosfolipasa A2 del veneno de Bothrops neuwiedi urutu, a la cual denominaron
BnuTX-I y lo probaron su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, ademas se mostré que tenia una
mayor inhibicidn del crecimiento bacteriano para Pseudomonas aeruginosa en concentraciones

de 50 y 100 pg/mL.

La tabla 11 resume los principales articulos cientificos seleccionados sobre las
principales fosfolipasas A2 (svPLA2s) aisladas de los venenos ofidicos, su accion

antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Tabla 11.

Resumen - Articulos cientificos seleccionados sobre las principales fosfolipasas A2 (svPLA2s)
aisladas de los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Actividad antimicrobiana: microorganismos sensibles y CMI — Fosfolipasa A2
(svPLA2s)

] . . Articulo
svPLA2s Especie de la Microorganismos CMI Autor —

aisladas que se obtuvo sensibles Afio

Bungarus Escherichia coli 'y |04 uM a
fasciatus Staphylococcus aureus | 0,1 puM
Bacterias grampositivas
(Bacillus Cereus,
Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis,
Staphylococcus
Walterinnesia epidermidis y Ben Bacha
aegyptia Staphylococcus aureus) etal., 2018.
Bacterias
gramnegativas
(Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas

1 | BFPA Akef, 2019.

10 a 17
pg/mL

2 | WaPLA2-1

5 al2
ug/mL
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aeruginosa y
Salmonella)
Staphylococcus
epidermidis,
. . Escherichia coli, | 9+0,2a .
3 | WaPLA2-11 Walterz'nnesm Pseudomona 20 = 1 Abid et al,
aegyptia . 2020.
aeruginosa, pg/mL
Enterococcus faecalis y
Salmonella enteric
Staphylococcus aureus 7.8
Py pg/ml
Samy
4 | CaTx-II SCZZZCZZSMMS Perumal et
al., 2016
Burkholderia
; 15,6
pseudomallei y ml
Enterobacter aerogenes He
Agkistrodon Pseudgmonas
5 | AplTx-1 piscivorus deruginosd, 3 mg/mL Resende - et
Escherichia  coli 'y al., 2017
leucostoma
Staphyloccocus aureus
Staphylococcus aureus,
Bothrops Escherichia  coli 'y |37.49 Nunes et al.,
6 | BE-I-PLA2 erythromelas Acinetobacter uM 2020.
baumannii
Bacterias grampositivas
(Staphylococcus aureus
gacft;:r?;lsluiaé:lrlbet ll;tgi) a}sl 11,1 a Sudharshan
VRV-PL- Daboia russelii > Er gativas ’ &
7 (Escherichia coli, | 19,2 )
Vlilla pulchella o Dhananjaya,
Vibrio cholerae, | pg/mL
. . 2016.
Klebsiella pneumoniae
y Salmonella
paratyphi)
Staphylococcus
epidermidis ATCC 37,/?1?L
3 3FTx  (F4- Naia ashei 12228 HE Bocian et
F7, F9-F10) J Staphylococcus 9.3 al., 2020.
epidermidis ATCC | mL
35984 He
Lachesis  muta | Staphylococcus aureus, | 12,5 Diniz-Sousa
9 | LmutTX muta methicillin-resistant ug/mL etal., 2018.
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Staphylococcus aureus
(MRSA), Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y
Escherichia coli
Bacterias gram
positivas
Suphteocts ars| | suarin
NN-XIb- o y mac Y117 a 20 | &
10 Naja naja bacterias gram .
PLA2 . > .| pg/ml Dhananjaya,
negativas (Escherichia 2016
coli, Vibrio cholerae, '
Klebsiell pneumoniae y
Salmonella paratyphi)
Bacterias gram
positivas  (methicillin-
resistant
Crotalus Staphyloccqcus aureus) Almeida et
11 | Coa Tx-II oreganus y  bacterias  gram | 10 pg/ml
. al., 2016.
abyssus negativas
(Pseudomonas
aeruginosa,
Escherichia coli)
Escherichia colli,
Staphylococcus aureus, o
12 | BnuTX-I Bothrg pS Pseudomonas >0 a 100 | Corréa et
neuwiedi urutu . . pg/mL al., 2016.
aeruginosa 'y Klebsiella
pneumoniae

Nota. Sintetizado y realizado por las autoras.

3.2.2.2. L- amino acido oxidasas
3.2.2.2.1. Mecanismo de accion antimicrobiana
El mecanismo de accion antibacteriana de los svLAAO se ha investigado ampliamente,
y se ha informado de que los svLAAO matan a las bacterias mediante el perdxido de hidrogeno
generado a partir de la oxidacion de los L-amino acidos en los medios de crecimiento (Geueke
& Hummel, 2016; Izidoro et al., 2016). Los svLAAO son flavoenzimas pertenecientes a la clase

de oxidorreductasas que catalizan la desaminacidén oxidativa estereoespecifica de L-amino
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acidos. Durante la semirreaccion de reduccion, el sustrato de aminoacido se oxida a un
iminoacido, con una reduccion concomitante del cofactor FAD. El iminoacido luego se somete
a hidrolisis no enzimatica, produciendo a -cetoacido y amoniaco. También, otra semirreaccion
de oxidacion completa el ciclo catalitico, reoxidando FADH 2 en presencia de oxigeno

molecular y generando asi peroxido de hidrogeno (Abdelkafi-Koubaa et al., 2016).

El peroxido de hidrogeno generado durante la reaccidon enzimatica es una especie
reactiva de oxigeno altamente toxica que posee la capacidad de actuar sobre los acidos
nucleicos, las proteinas y las membranas de las células plasmaticas. Esta especie de oxigeno
reactivo, se forma extracelularmente, y actia directamente sobre las membranas celulares
alterando la permeabilidad del area atacada, y también estd involucrado en la necrosis o
apoptosis (Izidoro et al., 2016). El proceso de necrosis podria estar relacionado con la accion
directa del perdxido de hidrégeno sobre la membrana celular plasmatica, ya que dentro del
mecanismo de apoptosis se desarrollan cambios morfoldgicos, bioquimicos y moleculares que
conducen a la muerte celular. Los cambios morfologicos mas comunes fueron la condensacion
de la cromatina, la reduccion y desintegracion del volumen del nucléolo, entre otros. También
parece estar implicado en los mecanismos citotoxicos de la enzima que, en ultima instancia,
pueden representar otro mecanismo de defensa del organismo en respuesta al medio ambiente

(Abdelkafi-Koubaa et al., 2016; Costal-Oliveira et al., 2019; Izidoro et al., 2016).

En la tabla 12 se puede observar un resumen sobre la actividad antimicrobiana de la L-

amino acido oxidasas aisladas de venenos ofidicos.
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Tabla 12.

Resumen — L-amino dacido oxidasas aisladas de venenos ofidicos.

Toxinas antimicrobianas aisladas de los venenos ofidicos.

Toxinas con mayor
relevancia e Estructura proteica
impacto

Mecanismo de accion
antimicrobiano

Accion antibacteriana se
Enzimas homodiméricas, en cada sub | genera por el perdxido de

unidad un enlace no covalente con hidrégeno producido
o, cofactores FAD (dinucleétido de durante la oxidacion de los
L-amino écido . . . . .
oxidasa (svLAAO) adenina y flavina) o FMN L-amino écidos. El peroxido
(monocleodtido de flavina). Con de hidrogeno actia
varios residuos de asparagina, acido directamente sobre las
glutamico y acido aspartico y pocos membranas celulares
residuos de metionina y triptéfano. alterando la permeabilidad

del area atacada.

Nota. Informacion obtenida de (Chan et al., 2016; Costal-Oliveira et al., 2019; Izidoro et al.,
2016; Kasai et al., 2016; Rheubert et al., 2020; Torrejon et al., 2019; Ullah, 2020; Waheed et al.,
2017)

3.2.2.2.2. Especies de microorganismos vulnerables y su concentracion minima inhibitoria

Abdelkafi-Koubaa et al., (2016) realiz6é un estudio experimental en donde mostro la
actividad antimicrobiana de la L amino acido oxidasa en la serpiente Cerastes cerastes (CC-
LAAO). Se empled el método de difusion, con cepas Gram-positivas: Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Brevibacterium flavum, Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus xylosus, y bacterias Gram negativas:
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella y Pseudomona
aeruginosa. Pasado las 24 horas, se midieron los halos de inhibicion, los cuales demostraron

que CC-LAAO es activo contra estas bacterias. El didmetro de la zona de inhibicion fluctia
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entre 6 y 12 mm. De igual manera, se observd una mayor actividad antimicrobiana contra
Micrococcus luteus, Brevibacterium flavum, Klebsiella pneumonia y las menores actividades
se determinaron contra FEnterobacter cloacae, Salmonella, Enterococcus faecium 'y
Staphylococcus epidermidis. Los efectos bactericidas de CC-LAAO también se probaron m
idiendo el nimero de UFC después de incubar bacterias vivas con varias concentraciones de
CC-LAAO durante 6 h. Se observd una actividad bactericida muy eficaz para CC-LAAO,
incluso en la concentracion mas baja empleada de 6,25 ug/mL. A una concentracion final de 50
pg/mL CC-LAAO mat6 al 95% de Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus 'y Escherichia

coli 'y el 80% de Salmonella en 6 h.

De igual manera, Salama et al., (2018) realizé una investigacion sobre la L- amino acido
oxidasa derivada del veneno de Cerastes vipera (Cv-LAAOI). Las cepas bacterianas utilizadas
incluyen a gram negativas como, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella
pneumonia; mientras en gram positivas se empled Bacillus cereus, Bacillus subtils y
Staphylococcus aureus. Las bacterias fueron enriquecidas en medios de caldo de soja Tryptone
(TSB). La suspension microbiana en TSB contenia 1078 UFC/ml de bacterias patogenas, esta
concentracion se ajustd a una turbidez de 0,5 McFarland, los indculos bacterianos fueron
sembrados en el medio de Mueller Hinton. Se anadieron individualmente cantidades seriadas
de Cv-LAAOI (8, 6, 24, 32 y 48 ng de proteina), 10 pg de Ampicilina como control positivo y
50 pl de tampdn fosfato sodico de pH 7 como control negativo. Tras la inoculacion, se
incubaron durante 18 horas a 37 °C en condiciones aerdbicas. Los resultados revelaron que el
crecimiento bacteriano fue inhibido con el aumento de las cantidades de enzima. En el caso de

las bacterias gramnegativas, Escherichia coli mostrd la mayor zona de inhibicion, de 20 mm de

Polet Socorro Barrionuevo Carmilema 73
Vanessa Carolina Ugufia Andrade



UCUENCA

diametro, seguida de las cepas Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, con zonas de
inhibicién de 15 y 13 mm, respectivamente. Por otro lado, en las bacterias grampositivas,
Staphylococcus aureus mostrd la mayor zona de inhibicién, con un didmetro de 20 mm,
mientras que las cepas Bacillus cereus y Bacillus subtils tuvieron las zonas de inhibicién mas
bajas, con 8 y 10 mm, respectivamente. Por ultimo, se analiz6 las CMI de Cv-LAAOI contra
las bacterias susceptibles grampositivas y gramnegativas. Los resultados mostraron que los
valores de CMI de la enzima Cv-LAAOI contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus
fueron de 20 pg/ml, mientras que los valores de CMI contra Pseudomona aeruginosa y

Klebsiella pneumoniae fueron de 40 pg/ml.

Para el ensayo de (Lazo et al., 2017) se utilizé la LAAO proveniente del veneno de la
serpiente peruana Bothrops pictus (Bpic-LAAO). Este ensayo fue realizado por medio de
difusiéon de agar. Se empled Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli y Vibrio cholerae. Estas cepas se suspendieron en 5 mL de caldo
Mueller Hinton. Para el antibiograma se aplicaron diez microlitros de una cantidad variable de
la muestra (3, 6 y 12 pg/uL). Se utiliz6 diez microlitros de tetraciclina (2,5 pg/uL) como control
positivo, y PBS como control negativo. Tras la incubacién a 35 °C durante 24 h, se registr6 el
halo de inhibicion. El crecimiento de las bacterias Pseudomona aeruginosa, Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Escherichia coli se suprimidé de forma
dependiente de la concentracion. A una concentracién maxima de Bpic-LAAO (12 ug/ul), se
observo una mayor inhibicion en la bacteria Enterococcus faecalis con un diametro de 20 mm,

seguido de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa con un didmetro de 19 mm,
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Vibrio cholerae obtuvo una inhibicion de 18 mm, y la zona de inhibicion mas baja fue para

Escherichia coli con 15 mm.

Soares et al., (2020) descubrieron un nuevo tipo de L- amino acido oxidasa, el cual es
derivado de Micrurus Lemniscatus, y se denomina ML-LAAO. La actividad antibacteriana se
ve reflejada gracias a la produccion de peroxido de hidrogeno. Para este ensayo se realizo la
prueba de la actividad antibacteriana tanto en el veneno crudo (ML-V) como con el ML-LAAO
purificado. El analisis se realiz6 mediante un ensayo de inhibicion del crecimiento bacteriano
contra bacterias Gram-positivas: Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y Gram-
negativos: Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Se suspendi6 el inoculo (10 ug) en caldo
de Mueller Hinton. Ademas, se empled cloranfenicol (150,0 ug/mL) como control positivo. El
in6culo fue sembrado en agar sangre. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas. Transcurrido
este tiempo, se determind que tanto ML-V como ML-LAAO mostraron actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, pero no contra Enterococcus faecalis, Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa. La CMI estimadas para el ML-V contra Staphylococcus aureus fue
de 50,0 pg/mL y 20,3 pg/mL, respectivamente. Con ello también se demuestra que la enzima
purificada posee una mejor actividad antimicrobiana. De igual manera, Rey-Suérez et al.,
(2018) aislo una LAAO del veneno de la serpiente Micrurus mipartitus, con siglas MipLAAO,
la cual analizo su potencial antimicrobiano con distintas bacterias como Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. En este ensayo se observo inhibicion Unicamente para Staphylococcus

aureus, con una CMI 19 pg/mL.

Phua et al., (2017) ejecutaron un estudio experimental, con el veneno de Ophiophagus

Hannah, en donde se separ6 a la svLAAO al cual denominaron Oh-LAAO. Utilizaron cepas de
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, MRSA, Escherichia coli y Salmonella
enteriditis. Para el desarrollo de las bacterias utilizaron Mueller Hinton, las placas se incubaron
a 37°C por 24 horas, el proceso se realizo por triplicado. Los resultados mostraron una mayor
eficacia para Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y MRSA con una CMI 7,5
ug/mL, sin embargo, existido una baja efectividad para Escherichia coli con una CMI de 27,5

pg/mL.

La tabla 13 resume los principales articulos cientificos seleccionados sobre las
principales L-amino acido oxidasa (svLAAO) aisladas de los venenos ofidicos, su accion

antimicrobiana ante microorganismos sensibles.

Tabla 13.

Resumen - Articulos cientificos seleccionados sobre las principales L-amino dcido oxidasa
(svLAAQO)aisladas de los venenos ofidicos, su accion antimicrobiana ante microorganismos
sensibles.

svLAAO Especie de . . . Autor —
. la que se Microorganismos sensibles CMI ~
aisladas Aiio
obtuvo
Gram-positivas: Bacillus cereus,
Bacillus  subtilis,  Micrococcus
luteus,  Brevibacterium  flavum,
Enterococcus Sfaecium,
Staphylococcus aureus, | 6.25 a | Abdelkafi-
1 ce- Cerates Staphylococcus epidermidis, | 50 Koubaa et

LAAO cerates Staphylococcus xylosus, y bacterias | ng/mL | al., 2016

Gram  negativas:  Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Salmonella 'y
Pseudomona aeruginosa

Escherichia coli, Pseudomona

20 a

) Cv- Cerastes aeruginosa y Klebsiella pneumonia, 40 Salama et
LAAOI vipera Bacillus cereus, Bacillus subtils y al, 2018
pg/mL
Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus,

3 Bpic- Bothrops Enterococcus faecalis. Pseudomona | 3 a 12 | Lazoetal.,

LAAO pictus aeruginosa, Escherichia coli 'y | pg/pL | 2017
Vibrio cholerae.

4 ML- Micrurus Staphvlococcus aureus 20.3 Soares et
LAAO Lemniscatus Py pug/mL | al., 2020
Mip- Micrurus 19.8 Re}/-

5 . . Staphylococcus aureus Suarez et
LAAO mipartitus pg/mL

al., 2018.
Ophiophagus | Staphylococcus aureus,
6 | Oh-LAAO | Hannah Staphylococcus — aureus  MRSA, 7.5/mL 58111271 ctal,
(King cobra) | Staphylococcus epidermidis, HE )

Nota: sintetizado y realizado por las autoras.

3.3. POTENCIAL FARMACOLOGICO Y BIOTECNOLOGICO DE PEPTIDOS Y
TOXINAS ANTIBACTERIANAS PRESENTES EN LOS VENENOS DE
SERPIENTES

3.3.1. Potencial farmacolégico y biotecnoldgico de los péptidos antibacterianos presentes
en los venenos de serpientes

Uno de los problemas actuales de la medicina moderna de enfermedades infecciosas es el

creciente nimero de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos y multirresistentes. Por esta

razon, muchos estudios se enfocan a la busqueda de sustancias antimicrobianas altamente activas

que puedan ser utilizadas en la terapia antimicrobiana. Resulta que los venenos de serpiente son

una rica fuente de proteinas que ejercen un fuerte efecto antibacteriano y, por lo tanto, se han

convertido en un interesante material de investigacion (Bocian & Hus, 2020).

El estudio de los venenos de serpientes, y especialmente el de sus péptidos, se convierte
ahora en una estrategia que aportara excelentes beneficios terapéuticos; el posible descubrimiento

y caracterizaciéon de nuevos péptidos podria llevar a la descripcion de nuevos objetivos
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farmacologicos tomando como punto de partida toda la informacion estructural y funcional

disponible y el uso de técnicas como la sintesis de péptidos (Rodriguez Solis et al., 2019).

En una nueva era de terapias biologicas, los péptidos de veneno ofidico presentan
oportunidades para una mayor accion antimicrobiana y potenciales biotecnologicos, pues debido
a su union extremadamente fuerte a los objetivos celulares pueden ofrecer alta especificidad y
baja toxicidad. El desarrollo de péptidos como agentes terapéuticos requiere una sinergia entre la

longitud del péptido y los niveles de actividad farmacolédgica (Trim et al., 2021).

Mediante la realizacion de analisis protedmicos y transcriptomicas se ha demostrado que
los venenos de serpiente son de naturaleza diversa en términos de composicion, ademads se ha
podido estudiar tanto el veneno crudo y purificado individualmente (Charvat et al., 2018). Siendo
esta la base de partida para la realizacion de varios estudios que han tenido como fin demostrar
que una variedad de venenos de diferentes especies ofidicas tienen un efecto antimicrobiano; por
ejemplo, la catelicidina (cobra real y krait rayada) provocan una fuerte inhibicion reversible de la

ATP sintasa en Escherichia coli (Trim et al., 2021).

Numerosas especies dentro de las familias altamente toxicas Eldpidas y Vipéridas han
sido probadas para determinar sus propiedades antibacterianas. Sin embargo, son
taxondmicamente diversas y las familias Eldpidas y Vipéridas consisten en mas de 700 especies
combinadas. Ademads, varios autores sugieren en general que el veneno de serpiente es una fuente
poderosa para combatir las bacterias y que el nimero de especies que pueden contener

propiedades antibacterianas es alto (Charvat et al., 2018).
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Aunque los componentes efectivos dentro del veneno ofidico han sido aislados y probados
para determinar su eficacia antibacteriana, faltan sintesis sobre la relacion entre la composicion
del veneno y la eficacia antibacteriana (Rheubert et al., 2020). La evidencia cientifica indica que
existen diferencias en la efectividad del veneno a nivel de familia, por ejemplo, siendo el veneno
crudo de Vipéridas mas efectivo contra ciertas bacterias (Gram-negativas) que Eldpidas. Ademas,
las pruebas antibacterianas del veneno de serpiente actualmente carecen de una direccion
cuantitativa para encaminar los estudios futuros sobre qué venenos pueden tener la mayor

probabilidad de eficacia (Rheubert et al., 2020).

A pesar que se evidencia y existe el avance cientifico, esto no ha sido suficiente, ya que
hasta la fecha no hay compuestos antimicrobianos de proteinas o péptidos del veneno de una

serpiente ha sido autorizado para uso clinico (Akef, 2019; Alam et al., 2019; Trim et al., 2021).

3.3.2. Potencial farmacologico y biotecnolégico de las toxinas antibacterianas presentes
en los venenos de serpientes

Los métodos empleados con anterioridad para el desarrollo de nuevos antibioticos no han

podido cubrir el gran desarrollo de cepas multirresistentes que se ha generado; por lo tanto, existe

una necesidad urgente de desarrollar estrategias antimicrobianas efectivas basadas en agentes

naturales con diferentes mecanismos de accion (Boldrini-Franga et al., 2017).

Las moléculas antimicrobianas obtenidas a partir del veneno de serpiente han demostrado
ser una interesante alternativa para controlar los microorganismos resistentes a los antibidticos
convencionales, contribuyendo a la medicina por sus mecanismos de accion diferenciales y su

versatilidad. Aunque los venenos de serpiente presentan efectos toxicologicos, todavia varias
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proteinas, enzimas y toxinas aislados del veneno de serpiente han encontrado aplicacion practica

como agentes farmacéuticos (Boldrini-Franga et al., 2017).

Las toxinas antimicrobianas a mas de poseer efectos antimicrobianos también generan otro
tipo de acciones, como por ejemplo, producen fuertes efectos miotdxicos, que a menudo producen
una necrosis severa, ademas generan inflamacion incluido la formacion de edemas, produccion
de citoquinas, dolor al inducir alodinia térmica e hiperalgesia mecanica y paralisis por bloqueo
de la transmision neuromuscular (Chan et al., 2016). Por lo tanto, comprender el mecanismo de
accion responsable de los efectos toxicos y farmacologicos de los venenos, junto con sus
caracterizaciones bioquimicas y estructurales, es fundamental para que puedan ser utilizados

como prototipos biotecnologicos en diversas areas médicas y cientificas (Da Silva et al., 2016).

Uno de los procesos claves para ello es la caracterizacion vendmica, que incluye técnicas
protedmicas y transcriptomicas, el cual ayuda a mejorar la comprension de los aspectos clinicos
del envenenamiento humano, el mecanismo de accion de los venenos y sus toxinas, la

prospeccion de toxinas con potencial biotecnoldgico-farmacos (Charvat et al., 2018).

En la literatura se han descrito varias toxinas que presentan actividad antimicrobiana en
los venenos de serpiente. Muchas enzimas del veneno han demostrado una alta eficacia in vitro,
pero aun existen desafios para superar la toxicidad del huésped, la actividad hemolitica, asi como
la biodisponibilidad y la estabilidad de los mismos. Esto da como resultado la necesidad de una
produccion rentable y una optimizacion fisicoquimica de estas toxinas cuando sea necesario

(Chan et al., 2016).
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CAPITULO IV
DISCUSION, CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

4.1. DISCUSION

Desde la aparicion de los antibidticos, suscitada en 1940, la sintesis y el uso de diferentes
antibioticos han tenido un impacto importante en la salud humana. La aparicion de cepas
resistentes ha hecho que las infecciones bacterianas sean cada vez mas dificiles de tratar con los
antibioticos disponibles. En particular, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos para
adquirir o modificar sus genes, un mecanismo acelerado de adaptacion para la supervivencia de

microorganismos tanto patdogenos como no patégenos (Alam et al., 2019).

Por todo ellos se vuelve imprescindible el descubriendo y desarrollo de nuevas alternativas
que sean capaces de generar actividad antimicrobiana. Los venenos de serpientes no son los tinicos
que poseen dicha actividad y que se encuentran en investigacion. Entre estos animales venenosos,
se puede mencionar de igual manera a los escorpiones, en el cual se han identificado péptidos

antimicrobianos capaces de inhibir bacterias gramnegativas y grampositivas (Bordon et al., 2020).

Los venenos de escorpion son mezclas complejas constituidos por péptidos
antimicrobianos, enzimas, aminoacidos, nucledtidos, lipidos etc. Estos péptidos antimicrobianos
estan constituidos por 13 a 56 aminoécidos de longitud, con secuencias muy diversas. La mayoria
de ellos son catidnicos y presentan una notable flexibilidad estructural. Existen en conformaciones
de espiral aleatorias, pero adoptan facilmente estructuras helicoidales o anfipaticas (Harrison et al.,

2016).
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Entre los péptidos mas estudiados se encuentra el Hadrurin, el cual fue capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias grampositivas, como Staphylococcus aureus y gramnegativas, como
Escherichia coli y Pseudoma aeruginosa, con una CMI de 10-50 uM, sin embargo, también fue
altamente hemolitico para los eritrocitos humanos a 30 uM. Por ello, se propuso como posible

antimicrobiano solo para aplicaciones topicas (Ortiz et al., 2016).

Otro péptido que se investiga es Pandininl, que inhibe eficazmente el crecimiento de
bacterias grampositivas con una CMI de 2—-6 uM, mientras mantenia la hemolisis muy baja en

concentraciones de hasta 21 pM (Parente et al., 2018).

De igual manera, BmKbpp demostré una fuerte actividad antimicrobiana contra bacterias
gramnegativas con un rango de CMI de 2,3 a 4,7 uM. También fue activo contra algunas bacterias
grampositivas, pero con una CMI mas alta. Su actividad hemolitica puede considerarse leve, con
un 40 % de hemolisis de eritrocitos humanos a una concentracion relativamente alta de 50 pM

(Parente et al., 2018).

Al revisar la actividad antimicrobiana se puede observar que una de las mayores
desventajas con los péptidos de escorpiones es que la CMI contra los microorganismos probados
es muy cercana a la concentracion en la que son citotoxicos para las células de mamiferos. Ademas,
estos PAMs no poseen especificidad, es decir, tienen la capacidad de formas poros en membranas

distintas a las de las células bacterianas (Ghosh et al., 2019).

Por ello, para el desarrollo farmacéutico surgen dos problemadticas principales, en primer
lugar, la toxicidad de los PAMs contra las células normales no puede predecirse con exactitud
porque los PAMs se dirigen a la bicapa lipidica de las membranas de cualquier célula y no tienen

objetivos o receptores especificos; y, en segundo lugar, los PAMs no cumplen sus objetivos
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principales durante el desarrollo de la investigacion farmacéutica hasta los ensayos clinicos
avanzados (Ortiz et al., 2015). Otra dificultad para el desarrollo de los ensayos clinicos es el coste
de la produccidon farmacéutica comercial, ya que un gramo de PAMs cuesta entre 100 y 600
dolares. Por ejemplo, el andlogo sintético del péptido (omiganan), tiene una potente y amplia gama
de actividades antibacterianas y antifingicas in vitro contra un amplio espectro de
microorganismos, pero cuando se llevo a cabo el ensayo clinico de fase III, el omiganan no logro

alcanzar los objetivos primarios (Harrison et al., 2016).

Mientras que para los PAMs ofidicos el escenario es completamente diferente, ya que la
CMI esta distante de la concentracion necesaria para generar toxicidad, lo que indica una ventaja
sobre los péptidos de escorpiones. No obstante, en ellos atin no se ha generado estudios en in vivo
para poder dilucidar todos los efectos positivos y negativos que se podrian producir (Boldrini-

Franca et al., 2017).

El desarrollo reciente de procesos protedmicos y trancriptomicos es util para dilucidar la
estructura quimica y las familias de péptidos de las proteinas purificadas de varios venenos de
serpiente. Hasta el momento, se ha observado que la mayoria de los PAMs y toxinas del veneno
de serpiente reportados y aislados de varias especies tienen el sistema de membrana bacteriana
como su objetivo principal, es decir poseen especificidad (Parente et al., 2018). A pesar de contar
con estudios innovadores que sustentan la actividad antimicrobiana de los venenos ofidicos, estos
no muestran una sintesis sobre la relacién entre la composicion del veneno y la eficacia
antibacteriana, lo que genera una carencia en la direccion cuantitativa para asi poder encaminar
los estudios futuros sobre qué venenos pueden tener la mayor probabilidad de eficacia (Bin Hafeez

etal., 2021).
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Ademas del énfasis en las propiedades terapéuticas antibacterianas del veneno de serpiente,
también se debe prestar mucha atencion a las nuevas tecnologias de sintesis quimica y el sistema
de expresion heterdlogo. Esto se puede realizar en la produccion a gran escala, que es el objetivo

final de la estrategia alternativa de descubrimiento de prototipos antibacterianos (Cao et al., 2018).

Por lo tanto, los estudios futuros deben centrarse en el mecanismo de accion de estos
compuestos ofidicos en un sistema de cultivo de células de mamiferos in vitro o en el modelo
animal in vivo para asi poder conocer si estos venenos de serpiente presentan un efecto toxico en
el sistema de los mamiferos; particularmente probando y generando dosis de accidon antimicrobiana
seguras. Ya que en comparacion a la informacién antes expuesta los péptidos y toxinas
antimicrobianas de los venenos de serpientes no cuenta con esta clase de estudios a diferencia de

los péptidos antimicrobianos de los escorpiones (Cao et al., 2018).

Es considerable mencionar un caso especial que respalda la falta de estudios y de
importancia que gira en torno a la accion antimicrobiana de los péptidos ofidicos; El waprin es
parte del grupo de PAMs (Nawaprin y Omwaprin), aislado de los venenos de las serpientes Naja
nigricollis y Oxyuranus microlepidotus respectivamente. Este PAMs es uno de los tltimos de ser
aislados y a pesar de demostrar en los estudios de Nair et al., (2007) y Torres et al., (2003) una
efectiva accion bactericida sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, no ha

existido estudios actuales que sigan con la linea investigativa.
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4.2. CONCLUSION

El presente trabajo investigativo evidencia el potencial farmacologico y biotecnoldgico de
los péptidos y toxinas antimicrobianas aislados de veneno de serpientes. Para el efecto se
analizaron 52 articulos cientificos de revision y experimentales, los mismos que fueron obtenidos

gracias a motores de busqueda y de diferentes bases digitales.

Se determind que los péptidos antimicrobianos aislados de los venenos de serpientes mas
destacables son las catelicidinas, crotalidicina, defensinas y waprin, sin embargo, la linea
investigativa resalta la accion e importancia de la crotalidicina y beta defensinas, pues estos son
los que mas han demostrado actividad antimicrobiana incluso en cepas multirresistentes. Por
ejemplo, crotalidicina mostré actividad contra bacterias gramnegativas, Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa; mientras que las beta-defensinas inhibieron a bacterias grampositivas
como, Staphyloccus aureus, y gramnegativas como Escherichia coli. De igual manera, estos dos
tipos de péptidos demostraron baja incidencia de generar hemolisis en los eritrocitos. Con respecto
a los otros péptidos ofidicos es necesario mas estudios para evaluar con mayor claridad su potencial

antimicrobiano, ya que la cantidad de estudios experimentales es reducida.

Por otro lado, dentro de las toxinas antimicrobianas aisladas de los venenos de serpientes
las que tienen mayor importancia y estudios enfocados a su accioén antimicrobiana son la PLA2 y
LAAO. Las mismas que poseen y evidencian un alto potencial antimicrobiano ante bacterias
grampositivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Bacillus cereus y bacterias
gramnegativas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
Salmonella, ademas de que varios estudios demuestran su efectividad para la inhibicion de cepas

multirresistentes.
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Asi, los péptidos y toxinas de los venenos ofidicos con accion antimicrobiana, llaman la
atencion por el actual creciente fAirmaco resistencia y este fue el principal motivo para esta
investigacion. Los estudios analizados se enfocan en aislar y probar la accion antibacteriana in
vitro, por lo que se evidencia la necesidad de desarrollar estudios de ADME-Tox (Absorcion,
Distribucion, Metabolismo, Excrecion - Toxicidad), para evaluar su potencial como una alternativa

eficaz para combatir a infecciones bacterianas multirresistentes.
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4.3. RECOMENDACIONES
e Seguir con la iniciativa de realizar mayor investigacion experimental actual sobre péptidos
y toxinas antimicrobianas, ya que se avecina una nueva era de resistencia antimicrobiana y
se puede ver que el uso indiscriminado de antibidticos continua sin ningun reparo.
e Enfocar los estudios e investigaciones respecto al potencial antimicrobiano de los péptidos
y toxinas ofidicas a pruebas con un enfoque al uso farmacologico en humanos, que prueben

su eficacia y seguridad.
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ANEXOS

Anexo 1.

Matriz general — Base de datos de Excel con 101 articulos cientificos e informacion relacionada

a los venenos ofidicos, toxinas y péptidos con actividad antimicrobiana.
INGRESAR AL LINK:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/e/2PACX-1vQWr-RPx-0aWUz-
PcVyhUlpBxJy6rd83SMUmIvL TynPibsvC1-Ysqx_ GQZKLJGIWKoZkbJ-Y-T-
vEyO/pubhtml?gid=0&single=true

Anexo 2.

Matriz especifica — Base de datos de Excel con 52 articulos cientificos e informacion relacionada
a los venenos ofidicos, toxinas y péptidos con actividad antimicrobiana, fueron previamente

seleccionados de la matriz general segun los criterios de inclusion y exclusion.

INGRESAR AL LINK:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/e/2PACX-1vQWr-RPx-0aWUz-
PcVyhUlpBxJy6rd83SMUmIvLTynPibsvC1-Ysqx_GQZKLJGIWKoZkbJ-Y-T-
vEyO/pubhtml?gid=1165396614&single=true
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