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Aislamiento y caracterizacion de un péptido antibacteriano del
veneno de Centruroides margaritatus

Isolation and characterization of antibacterial peptide from Centruroides
margaritatus venom

Carlos Rivera, Lidia Flores, Carmen Pantigoso y Enrique Escobar

Resumen

En este trabajo se ha aislado y caracterizado parcialmente un péptido con actividad antibacteriana del veneno
del escorpion Centruroides margaritatus (Gervais, 1841) (Scorpiones: Buthidae). Este péptido fue aislado a partir
de 50 mg de veneno crudo, y la purificacion fue inicialmente realizada por cromatografia de intercambio i6nico
en CM-Sephadex C-25, obteniéndose siete picos de proteina. El pico Il de esta separacion fue purificado por
cromatografia de filtracion en Sephadex G-75, obteniéndose dos picos de proteina, de los cuales el segundo
mostro ser el péptido antibacteriano. Este péptido representa aproximadamente el 3% de la proteina total del
veneno y por PAGE-SDS, se determind que tiene un peso molecular de 7,3 kDa. El péptido antibacteriano inhibe
el crecimiento de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcencens,
en microplacas con medio minimo de Davies, pero los ensayos en agar Miller-Hinton, no mostraron halos
de inhibicion significativos, concluyéndose que el péptido tiene actividad bacteriostatica pero no bactericida.
Ademas, no mostro accion sobre Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis 'y Klebsiella
pneumoniae. El péptido antibacteriano también fue capaz de inhibir el crecimiento de Aspergillus nigery Candida
albicans durante 48 horas, pero no tiene actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos.

Palabras claves: escorpion, antibacteriano, péptido
Abstract

In this work, from the venom of Centruroides margaritatus (Gervais, 1841) (Scorpiones, Buthidae), one pep-
tide with antibacterial activity was isolated and characterized. This peptide was isolated from 50 mg of whole
venom, the purification was initially performed by chromatography on CM-Sephadex C-25 obtaining protein
peaks seven. The peak Il of this separation was purified by gel filtration on Sephadex G-75, yielding protein
peaks two, the second of which proved to be the antibacterial peptide. This peptide represents about 3 % of
whole venom protein and by PAGE-SDS, was determinate it has 7,3 kDa of molecular weight. The antibacterial
peptide inhibits the growth of Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Serratia
marcencens, in microplates with minimal media Davies, but in assays in Muller-Hinton agar, showed no significant
inhibition halos; concluding that peptide has bacteriostatic activity but not bactericidal activity. In addition has
not activity on Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis and Klebsiella pneumoniae.
Antibacterial peptide also inhibited the growth of Aspergillus niger and Candida albicans during 48 hours, but
has not hemolytic activity.

Keywords: scorpion, antibacterial, peptide

Los antibidticos son muy utilizados para combatir infecciones
bacterianas; sin embargo, el fenémeno de resistencia bacteriana
ha limitado su uso y ha generado la necesidad de hallar nuevos
agentes antibacterianos.

En diversas secreciones de organismos se han hallado péptidos
con actividad antimicrobiana que pueden actuar sobre bacterias,
virus, protozoarios, levaduras y hongos (Csordas & Michl 1969,
Steiner et al. 1981, Bulet et al. 1999, Broekaert et al. 1995, Ni-
colas & Mor 1995, Ganz y Lehrer 1998, Hoffmann et al. 1999).

La mayoria de estos péptidos son de naturaleza bésica, tienen
pesos moleculares entre 2 y 5 kDa y son capaces de formar poros
en la membrana celular afectando la permeabilidad y fisiologia
celular; ademds, muchos de ellos tienen actividad hemolitica

(Torres-Larios et al. 2000, Sitaram & Nagaraj 2002).

En venenos de escorpiones se han encontrado péptidos
capaces de formar poros en las membranas de algunos micro-
organismos y dafarlas, produciendo de esta manera un efecto
antimicrobiano. La mayorfa de estos péptidos carecen de cisteina
y son de naturaleza a-helicoidal, mientras que otros contienen
cisteina y puentes disulfuro. Algunos de estos péptidos son la
parabutoporina de Parabuthus schlechteri (Verdonck et al. 2000),
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de Opisthacanthus madagascariensis (Dai et al. 2001 y 2002) y
las pandininas 1y 2 de Pandinus imperator (Corzo et al. 2001).

En algunos venenos de escorpiones del Perti no sélo se han
aislado algunas toxinas con accién sobre roedores e insectos
(Escobar et al. 2002, Escobar et al. 2003, Veldsquez & Escobar
2004), sino ademds también se han identificado algunos péptidos
antibacterianos (Escobar et al. 2008).

En general, estos péptidos forman parte del sistema inmune y
acttian como un mecanismo de defensa contra microorganismos
invasores, y su estudio es importante por su potencial uso en
el disefio de principios activos contra infecciones bacterianas
resistentes a antibidticos.

Material y métodos

Veneno de escorpidn.- Se colectaron escorpiones adultos
de ambos sexos de Centruroides margaritatus (Gervais, 1841)
(Scorpiones: Buthidae), en la provincia de Zarumilla (Tumbes).
En el laboratorio, los escorpiones fueron mantenidos aislados
en cubetas pldsticas de 10 x 6 x 10 cm con agua ad libitum y
alimentados quincenalmente con grillos y arafias (Candido y
Lucas 2004). El veneno fue obtenido por estimulacién eléctrica
con 22 voltios y se desec al vacio, conservdndose en refrigera-
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Figura 1. Perfil cromatografico del veneno de Centruroides margaritatus en CM-Sephadex C-25. Se obtuvieron 7 picos (del | a | VII). Con
excepcion del primer pico, todos los demas mostraron actividad antibacteriana, siendo la asociada al pico Il la que se continué purificando.

Cepas bacterianas.- Gram positivas: Bacillus cereus ATCC
14579, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aurens ATCC
25923. Gram negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudo-
mona aeruginosa ATCC 15442, Salmonella choleraesuis ATCC
14028, Klebsiella pneumoniae y Serratia marcencens.

Hongos.- Candida albicans ATCC 10231 y esporas de As-
pergillus niger ATCC 9372.

Cuantificacién de proteina.- Fue estimada por absorcién de
luz ultravioleta a 280 nm (Warburg & Christian 1941).

Fraccionamiento del veneno.- 50 mg del veneno de C. mar-
garitatus fueron disueltos en 2 mL de buffer acetato de amonio
0,05M a pH 7, y los restos insolubles fueron eliminados por
centrifugacién a 10000 rpm durante 15 minutos. Del sobrena-
dante, se aplic6 1,6 mL a una columna de CM-Sephadex C-25
(1,1 x 17,4 cm) equilibrada con el mismo buffer y las proteinas
retenidas fueron eluidas con el buffer conteniendo NaCl 0,25M
y 0,6M. Para continuar la purificacién del péptido antibacteriano
de interés, se realizé una cromatografia de filtracién en Sephadex
G-75 (1,1 x 33 cm) también calibrada con buffer acetato de
amonio 0,05M a pH 7.

Electroforesis en gel de poliacrilamida.- La pureza y el peso
molecular del péptido aislado se evalué por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes con dodecil
sulfato de sodio (PAGE-SDS) de acuerdo al método de Schig-
ger y Von Jagow (1987). Como proteinas estdndares se usaron
lisozima (14,3 kDa) y aprotinina (6,5 kDa). La electroforesis
se realizd a voltaje constante (100V) durante 1,5 horas. La na-
turaleza bésica del péptido se verificé por electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones nativas, segin el método de
Reisfeld et al. (1962). En este sistema se empled voltaje constante
(120V) durante 5 horas.

Actividad antibacteriana.- La actividad antibacteriana se
ensay6 en microplacas de 96 pocillos, en los que se colocs 90
pL del cultivo bacteriano en medio minimo de Davies (con una
absorbancia inicial a 600 nm de 0,02) y 10 pL de la fraccién res-
pectiva. Luego de 24 horas a 37 °C se determin el crecimiento
bacteriano por la turbidez desarrollada en cada pocillo. El efecto
inhibidor se determiné por la ausencia de turbidez.

El efecto bactericida se evalué en placas petri con medio
enriquecido (agar Miiller-Hinton), donde se sembraron cultivos
bacterianos en la escala dos de Mc Farland. por diseminacidn.

filtro impregnados con el péptido antimicrobiano (hasta 10 pg)
y se incubé a 37 °C por 24 horas. Este ensayo se realiz6 para
cada bacteria y por cuadruplicado. La actividad bactericida se
determind por la aparicién de halos de inhibicién alrededor del
cultivo bacteriano.

Actividad antimicética.- La actividad sobre A. niger, se
evalué en microplacas con pocillos, mezclando 10 pL de una
suspensién de 2 x 10° esporas/mL en agua destilada, 70 pL de
Caldo Saboraud conteniendo 250 ppm de cloranfenicol y 20 uL
del péptido antimicrobiano (Moerman et al. 2002). Se incubd
a temperatura ambiente y el crecimiento se evalué a las 24, 48,

72y 120 horas.

En el caso de C. albicans, la inhibicién del crecimiento también
se midié en microplacas con pocillos, mezclando 80 pL de un
cultivo celular en fase logaritmica diluido con caldo Saboraud
conteniendo 250 ppm de cloranfenicol, hasta una absorbancia a
600 nm de 0,002, mds 20 pL del péptido antibacteriano. Todo
se incubd a temperatura ambiente y la evaluacién se realizé a las
24, 48,72 y 120 horas.

Actividad hemolitica.- Se ensay6 sobre glébulos rojos hu-
manos. Nueve mililitros de sangre se mezclaron con 1 mL de
citrato de sodio 3,8% y se centrifugé a 3000 rpm durante 15
minutos. Se eliminé el sobrenadante y el paquete de glébulos
rojos se lavé 3 veces con buffer fosfato 0,05 M con NaCl 0,9%
a pH 7,4. Finalmente de una suspensién al 0,5%, se tomé 0,9
mL y se incub6 con 0,1 mL de la fraccién respectiva durante 1
horaa 37 °C, luego de lo cual se evalué la hemdlisis producida.

Resultados

Separacién del péptido y actividad antibacteriana.- Al pasar
el veneno crudo de Centruroides margaritatus por la columna de
CM-Sephadex C-25, se obtuvo un perfil cromatografico con siete
picos proteicos, de los cuales los dos primeros eluyeron con el
buffer inicial de corrida; los 4 picos siguientes fueron eluidos con
el buffer conteniendo NaCl 0,25M y el tltimo pico se obtuvo
con NaCl 0.6M en el mismo buffer (Fig. 1).

Al evaluar la actividad antimicrobiana se encontré que, con
excepcién del primer pico, todos los demds inhibieron el creci-
miento de ciertas cepas bacterianas. En particular el tercer pico,
el cual tuvo el mayor porcentaje de proteina (20%), inhibié el
crecimiento de las bacterias Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcencens. Este efecto se
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Tabla 1. Accién del péptido antibacteriano sobre algunas bacterias.

Bacteria Actividad
Gram-positiva
Bacillus cereus +
Staphylococcus aureus +
Enterococcus faecalis -
Gram-negativas
Pseudomona aeruginosa +
Serratia marcencens +

Escherichia coli -
Salmonella choleraesuis -
Klebsiella pneumoniae -

Al pasar este pico por la columna de Sephadex G-75, se
obtuvieron dos picos de proteina (Fig. 2); de los cuales, el se-
gundo mostré actividad antimicrobiana sobre las mismas cepas
de bacterias indicadas (Tabla 1).

Al evaluar la actividad bactericida en placas petri con agar
Miiller-Hinton, se encontré que el péptido antibacteriano pro-
dujo un ligero halo de inhibicién de 4 mm sélo sobre S. aureus,
y no afectd a Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Serratia
marcencens. Este resultado indica que el péptido posee un efecto
bacteriostatico, mas no bactericida.

Electroforesis en gel de poliacrilamida.- La PAGE-SDS
del péptido antibacteriano, segin el método de Schigger y Von
Jagow (1987), mostré la presencia de una sola banda proteica
de 7,3 KDa de peso molecular. Adicionalmente, la electroforesis
en condiciones nativas mostré que el péptido corresponde a una
banda proteica de migracién catddica (Fig. 3).

Actividad antimicética.- El péptido antimicrobiano inhibié
totalmente el desarrollo de Candida albicans y Aspergillus niger
hasta las 48 horas de evaluacién. Sin embargo, a las 120 horas
de evaluacidn se observé un desarrollo en los cultivos.

Actividad hemolitica.- El péptido aislado no mostré acti-
vidad hemolitica.

Discusion
Debido a que los venenos de escorpiones tienen un alto
contenido de péptidos de naturaleza bdsica, y todos los péptidos

antimicrobianos hallados en estos venenos también lo son, la
cromatografia de intercambio catidnico permite la separacién
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Figura 2. Al pasar el tercer pico de proteina del primer paso de puri-
ficacidon por la columna de Sephadex G-75. se obtuvieron dos picos

+

Figura 3. A la izquierda se muestra la PAGE-SDS del péptido anti-
bacteriano: el primer carril contiene las proteinas estandares lisozyma
(14,3 kDa) y aprotinina (6,5 kDa), mientras que en el segundo carril
se tiene el péptido antibacteriano (7,3 kDa). A la derecha se muestra
el patrén electroforético en condiciones nativas del péptido, obser-
vandose una banda proteica con migracién hacia el catodo.

de dichos péptidos. Asi por ejemplo en algunos venenos de
escorpiones se han purificado diversos péptidos mediante una
combinacién de cromatograffa de intercambio iénico y cromato-
graffa de filtracién y/o HPLC (Conde et al. 2000, Torres-Larios
et al. 2000).

En este trabajo mediante dos pasos cromatogréficos, uno de
intercambio catiénico y otro de filtracién, se ha logrado aislar un
péptido antimicrobiano del veneno de C. margaritatus. Cuando
el veneno crudo de C. margaritatus se pasé por la columna de
CM Sephadex C-25, se obtuvieron 7 picos proteicos, siendo
notable el hecho de que 6 de ellos tienen actividad antibacteriana.
Sin embargo sélo la actividad antibacteriana asociada al pico 3
fue estudiada y adicionalmente purificada en Sephadex G-75,
donde se obtuvo un perfil con dos picos proteicos: el primero
mas grande que el segundo. En este segundo pico se detecto la
actividad antibacteriana pero sélo localizada en el pico mismo
y la fraccién siguiente.

Estos resultados mds los obtenidos de la electroforesis en
condiciones denaturantes, permiten deducir que luego del
primer paso de purificacién en la columna de CM Sephadex
C-25, el péptido antibacteriano de interés tiene algunos conta-
minantes proteicos de mayor peso, que son separados luego de
la cromatografia de filtracién en Sephadex G-75. Asi, luego del
segundo paso de purificacion, el primer pico que eluye contiene
las proteinas contaminantes de mayor tamafo, mientras que el
péptido antibacteriano sale en el segundo pico.

Los péptidos con actividad antimicrobiana, obtenidos de
venenos de escorpiones, son de bajo peso molecular, variando
entre 1,5y 8,3 kDa. Ademds todos los péptidos antimicrobianos
que se han aislado de venenos de escorpiones son de naturaleza
bésica, y entre ellos se pueden mencionar las pandininas de
Pandinus imperator (Corzo et al. 2001), la hadrurina de Ha-
drurus aztecus (Torres-Larios et al. 2000) y la parabutoporina de
Parabuthus schleteri (Verdonck et al. 2000). El péptido aislado
en este estudio también es de naturaleza bésica, por ello a pH 7
interactia mediante sus cargas positivas con las cargas negativas
del CM Sepahdex C-25, y sélo se puede eluir al aplicar NaCl
0,2M. Asimismo, su naturaleza bdsica queda en evidencia por

PSR A AL I [ R [Pt S

T A A NETS0[01q /IS0 [OIq/SEISTASY A /0 pa WSt qiqsts// iy



http://sisbib.unmsm.edu.pe/BVRevistas/biologia/biologiaNEW.htm

RIVERA ET AL.

La accién antibacteriana del péptido aislado, en los ensayos
en microplacas con medio minimo de Davies, fue evidente tanto
sobre bacterias Gram-positivas (Bacillus cereus y Staphylococcus
aureus), como Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosay Serra-
tia marcencens). Sin embargo en los ensayos en placas petri con
medio enriquecido (agar Miiller-Hinton), no hubo ningtin efecto
inhibitorio en el crecimiento de las mismas bacterias, lo cual indica
que este péptido tiene un efecto bacteriostdtico pero no bactericida.
Otros péptidos de venenos de escorpiones también se caracterizan
por inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, aunque algunos como el péptido IsCT aislado del
veneno de Opisthacanthus madagascariensis y las pandininas de
Pandinus imperator, tienen accién preferencial sobre bacterias
Gram-positivas (Dai et al. 2001, Corzo et al. 2001).

En relacién a los resultados de la accién antimicética, el pép-
tido aislado fue capaz de inhibir completamente el crecimiento
de Aspergillus niger y Candida albicans durante 48 horas. Ya que
a las 120 horas se observé un crecimiento de ambos microorga-
nismos, se puede decir que el efecto antimicético es temporal,
pues el desarrollo se retarda pero no se inhibe definitivamente.
A diferencia de otros péptidos antimicrobianos de venenos de
escorpiones como la hadrurina, la pandinina 2 e IsCT, el péptido
estudiado no es hemolitico.

Respecto al mecanismo de accién de estos péptidos, se ha
propuesto que debido a su naturaleza catidnica, pueden inte-
ractuar por afinidad electrostdtica con la membrana plasmdtica
de bacterias, hongos u otras células, y formar poros que danan
la permeabilidad celular (Hancock et al. 2006). Por otro lado el
péptido antibacteriano llamado scorpina, aislado del veneno de
Pandinus imperator, exhibe ademds un potente efecto inhibitorio
sobre el desarrollo de los ookinetos y gametos de Plasmodium
berghei (Conde et al. 2000).
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