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Resumen

La resistencia bacteriana a los antibiéticos indica una necesidad urgente de encontrar y desarrollar agentes nuevos a partir de fuentes
naturales y el veneno de escorpion proporciona moléculas peptidicas prometedoras para el desarrollo de agentes antibacterianos. En el
presente estudio experimental se caracterizé los péptidos del veneno crudo de Hadruroides sp. (escorpién) y se evalud su actividad
antibacteriana frente a Acinetobacter baumannii ATCC19606, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Serratia marcescens. Los 115
Hadruroides sp se muestrearon en Jaén y se trabajé con una cepa de A. baumannii, K. pneumoniae y S. marcescens. Para el ordefio se
aplico una descarga eléctrica entre 15 a 20 voltios y caracterizado en su composicién proteica y tamafio molecular por espectrofotometria
UV, SDS-PAGE y UHPLC-Masas (UHPLC-MS/MS). El veneno, fue fraccionado en columnas de Sephadex CM-25. La inhibicién del crecimiento
bacteriano se ensayd por microdilucién. Por SDS-PAGE los péptidos tuvieron PM del0 kDa. Por Sephadex CM-25 se obtuvieron 11 picos
agrupados en cinco fracciones, el anélisis por UHPLC-MS/MS de las fracciones obtenidas por CM-25, determino que solo la fraccion 3
presenta moléculas de la naturaleza catidnica a los tR (tiempo de retencién) de 2.509 y 3.041 min con un rango de masa entre 628 y 699
Da. la fraccion Il presentd una CMI de 1,26 mg/mL para la cepa A. baumannii; sin embargo, no se evidencié CMI para las cepas de K.
pneumoniae y S. marcescens a las concentraciones evaluadas. El veneno de Hadruroides sp. presente péptidos catidnicos que inhiben el
crecimiento de A. baumannii.

Palabras clave: Hadruroides sp., Acinetobacter baumanni; Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, antibacteriano, veneno de escorpién.

Abstract

Bacterial resistance to antibiotics indicates an urgent need to find and develops novel agents from natural sources, and scorpion
venom provides promising peptide molecules for the development of antibacterial agents. In the present experimental study, the
peptides of the crude venom of Hadruroides sp.(scorpion) and its antibacterial activity was evaluated against Acinetobacter baumannii
ATCC19606, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Serratia marcescens. The 115 Hadruroides sp. were sampled in Jaén and we
worked with a strain of A. baumannii, K. pneumoniae and S. marcescens. For milking, and electric discharge was applied between 15
to 20 volts and characterized in its protein composition and molecular size by UV spectrophotometry, SDS-PAGE and UHPLC-Mass
(UHPLC-MS/MS). The venom was fractionated in Sephadex CM-25 columns. Inhibition of bacterial growth was test by microdilution.
By SDS-PAGE the peptides had MW of 10 KDa. By Sephadex CM-25, 11 peaks grouped into five fractions were obtained, the analysis
by UHPLC-MS/MS of the fractions obtained by CM-25, determined that only fraction 3 present molecules of a cationic nature at the
tR(retention time) of 2,509 and 3,041 min with a mass range between 628 and 699 Da. fraction Ill presented a MIC of 1.26 mg/mL for
the A. baumannii strain; however, there was no evidence of MIC for the strain of K pneumoniae and S. marcescens at the
concentrations evaluated. The venom of Hadruroides sp. prsent cationic peptides that inhibitit the growth of A. baumannii.
Keywords: Hadruroides sp., Acinetobacter baumanni, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, antibacteriano, veneno de
escorpion.
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1. Introducciéon

K. pneumoniae, S. marcescens y A. baumannii son
bacterias en las que se ha observado un incremento de
la resistencia a los antimicrobianos, esto debido al
empleo innecesario e inadecuado de antibidticos de
Ultima generacién, el no cumplimiento del tratamiento
terapéutico, el expendio de medicamentos sin receta
médica (Requena etal, 2007) y a las insuficientes
investigaciones para la bulsqueda de nuevos
antibioticos.

El fracaso de los antibidticos destaca la necesidad
urgente de desarrollar agentes nuevos, potentes vy
menos téxicos a partir de fuentes naturales contra varios
agentes infecciosos. Los venenos de animales han
fascinado durante mucho tiempo a los cientificos como
fuentes de componentes farmacolégicamente activos
que pueden explotarse para el tratamiento de dolencias
especificas y deben promoverse mas alla de los ensayos
clinicos (Lamiyan et al., 2020).

Actualmente, el veneno de escorpion presenta molécula
de naturaleza proteica contra patégenos infecciosos
(Ramar Perumal et al., 2017)  que han evolucionado a
lo largo de millones afios y cuyo mecanismo de accion
se ha vuelto mas especifica y precisa para reconocer
canales idnicos presentes en la membrana
citoplasmatica alterando la permeabilidad de iones
principalmente de calcio. La abundancia de este tipo de
moléculas en el veneno de escorpidn se estima en unos
200.000 péptidos, de los que se conoce menos del 1%,
dada la diversidad estimada de estos aracnidos a nivel
mundial, que incluye unas 2.231 especies (Santibafiez-
Lépez et al., 2016) y solo en una especie se han logrado
caracterizar hasta 106 moléculas (Cupitra et al.,, 2014;
Estrada-Gémez et al., 2016; Possani et al., 2002; Prendini,
2011).

El género Hadruroides , es uno de los grupos de
escorpiones mas caracteristicos del Perl y el sur de
Ecuador, la mayoria de sus especies se las ubica en la
vertiente occidentales de |a cordillera de los Andes y son
de facil hallazgo en zonas aledafias de ciudades como
Piura, Lima, Chiclayo, Trujillo y Jaén, (Antonio Ochoa &
Chaparro, 2008).

Ante este contexto se realizd la caracterizacion parcial
del veneno crudo de Hadruroides sp y se evalud su
actividad inhibitoria sobre a A. baumannii ATCC 79606,
K. pneumoniae ATCC 700603y S. marcescens.

REBIOL 43(1), 14-23 (2023)
Rivera et al.

2. Materiales y Métodos

Identificacién del escorpién Hadruroides sp.
115 especimenes de  Hadruroides sp,  fueron
muestreados en Jaén y mantenidos en el servicio de
Biologia en recipiente de plastico y alimentados con
larvas de Tenebrio, Acheta domesticus (grillos) y
Periplaneta americana (cucarachas), para identificarlos se
utilizaron claves taxonémicas para especimenes de
escorpiones peruanos(Osear, 1977, p. 15) vy, los
lineamientos de identificacién de especie fueron hechas
por el Dr. José Ochoa, profesor y taxébnomo de la

Universidad Nacional de San Antonio Abad, Cusco.

Obtencién del veneno de escorpidén Hadruroides sp.

El veneno se extrajo por aplicacion de descarga eléctrica
entre 15 a 20 voltios (Zavaleta, 1983) en la Ultima pieza
postabdominal (telson) y se recolecté en capilares y
depositada en tubos eppendorf con capacidad de 2mly
se congeld a -20° C.

Determinacién de la concentracién de las fracciones
proteicas del veneno

Cuantificacion de proteinas por absorbancia utilizando la
siguiente relacion: [mg/mL]= (1,56 x Abs 280 nm) — (0,76
x Abs 260 nm) (Fernandez y Galvan, 2006).

Determinacién de la pureza y peso molecular mediante
electroforesis PAGE-SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes se realizd de acuerdo con un método
descrito por Laemmli (1970). Los experimentos fueron
realizados en un sistema MiniProtean™ (BioRad) con
capacidad para 2 geles de Tmm de grosor.

El gel de electroforesis estuvo compuesto por dos
concentraciones, 10% (gel superior) y 15% (gel inferior),
obtenidas a partir de una solucién de bis-acrilamida al
40% (19:1), y el porcentaje de concentracion del gel fue
del 4%.

Se prepararon 2 muestras con diferentes concentraciones
de proteinas de veneno: De 10 ug y 20 ug aprox. y se
afladié el buffer de muestra para electroforesis. El
volumen total de muestra + buffer de muestra para
electroforesis, no debe ser mayor a 30 uL, para evitar se
trasvase la abertura de siembra de la muestra. La corrida
electroforética fue realizada con voltaje a 150 V constante,
el amperaje libre, en estas condiciones las corridas
electroforéticas se desarrollaban en aproximadamente 60

minutos.
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El volumen de marcador molecular aplicado fue de 5uL
por gel y la coloraciéon de los geles se realizd con la
solucion colorante Bio-Safe Comassie G-250 (Bio-Rad),
dejando los geles inmersos toda la noche (aprox. 12
horas), en 30 mL de la solucion. La resolucién de los geles,
se realizd con repetidos lavados en agua destilada: se
colocd cuidadosamente el gel en un recipiente con agua
destilada, hasta cubrir totalmente el gel (si afiade agua al
recipiente, nunca afiada el agua sobre el gel, el agua se
afladié por los costados del gel) y se dio movimientos

suaves en cada lavado para facilitar la decoloracion.

Fraccionamiento de los péptidos antibacterianos del
veneno de Hadruroides sp. mediante cromatografia de
intercambio iénico C-25

Se prepard resina Sephadex C-25 a razén de 1 g por 10
mL de agua destilada, luego se empaquetd en una
columna de 15.7 cm de largo x 0.9 mm de didmetro y se
mantuvo durante 72 horas para lograr un buen
empaquetamiento  (hinchazdén). Para equilibrar la
columna, se afiadié acetato de amonio 0.05 M (pH 6.4) a
razén del doble de volumen de la columna empaquetada
y se dejo fluir, este procedimiento se repitid dos veces.
Luego a 360 ul del veneno de Hadruroides sp. se agregd
700 ul de buffer acetato de amonio 0,05M a pH 7, y los
restos insolubles fueron eliminados por centrifugacion a
10000 rpm durante 15 minutos. Se aplico el sobrenadante
(1000 ul de veneno) a una columna de CM-sephadex C-
25 vy las proteinas retenidas fueron eluidas con buffer
conteniendo NaCl 0,25M y 0,6M en un volumen igual al
volumen de la columna empaquetada. Se recogid
fracciones de Tml y la corrida se realizd a temperatura
ambiente y a un flujo de 200 ul/minuto. Se realizé lectura
de absorbancias de 35 fracciones a 280 nm y 260 nm
(Iml para cada fraccion)(Pérez-Delgado et al., 2019;
Rivera et al., 2011)

Determinacién de masa molecular de las fracciones
peptidicas mediante analisis por cromatografia liquida de
alta resoluciéon acoplado a espectrometria de masas en
tandem (UHPLC-MS/MS)

Las fracciones obtenidas por cromatografia de
intercambio i6nico, se filtraron directamente a un vial
ambar con ayuda de jeringas y filtros jeringa de PVDE de
0,25 um.

Para el andlisis se utilizé un equipo UHPLC acoplado a un
detector triple cuadrupolo Xevo TQ-XS (UHPLC-ESI-
MS/MS). Se empleo una columna C18 ACQUITY UPLC
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HSS T3 con dimensiones de 2,1 mm de diametro y
longitud de 150 mm a 40 °C, para la corrida
cromatogréfica se usaron agua al 0,1 % en AF fase Ay
ACN al 0,1 % en AF fase B. El flujo usado fue de 0,35
mL/min y la gradiente en fase A: 0-4 min de 90-85 %, 4-
12 min de 85-75 %, 12-22 min de 75-65 %, 22-29 min de
65-45 %, 29-35 min de 45-90%, 35-40 min 90-90 %. Se
uso la funcién Survey Scan con el escaneo en Scan Wave
MS, el escaneo fue desde 50-2000 m/z. Los pardmetros
del detector de masas fueron 2,5 (kV) de voltaje del
capilar, 40 V de voltaje de cono con un flujo de gas de
150 L/hr, temperatura de desolvatacion 480 °C y la
energia de colisién de 35 eV. Ademés, se realizd un
barrido de 190-600 nm por el detector de PDA

Actividad antibacteriana de las fracciones peptidicas de
escorpidén Hadruroides sp. mediante el método de
microdilucién

Preparacién del in6culo

Los indculos bacterianos de A. baumannii, K. pneumoniae
y S. marcescens se prepararon a partir de cultivos jovenes
(18-24 horas) en agar nutritivo, esto segun las directrices
del Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI, 2015).
Se seleccionaron de la placa de agar nutritivo de tres a
cinco colonias bien aisladas del mismo tipo morfolégico.
La parte superior de cada colonia se tocé y se transfirié a
un tubo que contenia 4-5 ml de caldo de infusion de
cerebro y corazon, luego se llevé a incubacion a 35 °C
hasta que se alcanzé una turbidez igual a 0,5 estandar de
McFarland (normalmente 4-6 horas), dentro de los 15
minutos después de ajustar la turbidez del inéculo a 0,5
estandar de McFarland, se agregaron 0,5 ml de la
suspension a 9,5 ml de agua destilada estéril (dilucién
1:20) para alcanzar una concentracién final de 5 x 106
UFC/ml(Pérez-Delgado et al., 2019).

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria se realizd mediante
la prueba de microdilucidon en caldo Mueller -Hinton
(CLSI, 2015) en microplacas de 96 pocillos, en los que se
colocd 50 pL del cultivo bacteriano en caldo Mueller
Hinton y 50 pL de la fraccion peptidica respectiva. Luego
de 24 horas a 37 °C se determind el crecimiento
bacteriano por la turbidez desarrollada en cada pocillo. El
efecto inhibidor se determind por un botén en
crecimiento de > 2mm o una turbidez definida(CLSI,
2015).
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Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se utilizé como técnica de recoleccién de datos la
observacion estructurada de las variables evaluadas.
Ademas, se utilizd como herramienta de recoleccién de
datos una lista de cotejo que registrd la ocurrencia de
eventos y sus caracteristicas durante el desarrollo del
experimento. La lista de verificacion fue completada por

los responsables de la investigacion.

Andlisis de datos
Para comparar las diferencias en los promedios (o

medias) entre las diferentes concentraciones del veneno
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crudo se usé una formula estadistica (el analisis de
varianza-Anova) (Dawson, 2005).

Determinacién del peso molecular mediante PAGE-SDS
del veneno puro

Mediante electroforesis (PAGE-SDS), se evidencid la
presencia de un grupo proteico de bajo peso molecular,
el mismo que se analizd mediante un gréfico de
dispersién en Excel, el peso molecular fue 10,0 KDa
(Figura 1).

PATRON

MARCADOR

Figura 1. PAGE-SDS de proteinas de veneno de Hadruroides sp. En el carril 8 proteinas del veneno crudo; en carril 1 para las

proteinas estandares (de derecha a izquierda).

Perfil de cromatografia de intercambio iénico de veneno de Hadruroides sp.
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Figura 2. Perfil cromatogréafico del veneno de Hadruroides sp. en CM-Sephadex C-25, se obtuvieron 5 picos (del | al V).
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En relacion a la cromatografia por intercambio idnico en
C-25, 5
denominandolas (F | al V) tal como se observa en la Figura
2.

El analisis por UHPLC-MS/MS de las fracciones obtenidas
por

Sephadex se  obtuvieron fracciones,

extraccion en fase sdlida (cromatografia de

intercambio i6nico en Sephadex C-25), determino que
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solo la fraccion 3 presenta moléculas de la naturaleza
péptida a los tR (tiempo de retencidon) de 2.509 y 3.041
min y al diferenciar las masas cargas se encuentra que
hay una diferencia de peso molecular referentes a
aminoacidos tales como glicina, acido glutamico, acido
aspartico, serina interleucina , metionina y alanina tal

como se muestran en la figura 3y figura 4.
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Figura 3. Espectro de masas de la fraccién 3 del veneno de Hadruroides sp. al tiempo de retencion(tR): 2.50
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Figura 4. Espectro de masas de la fraccién 3 del veneno de alacrén tR: 3.041.
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Se evidencio inhibicidn del crecimiento de Acinetobacter

baumannii (no turbidez) a la dilucion uno de la fraccion

'y en el restante de diluciones se apreci6 turbidez Tabla 2.

(crecimiento bacteriano), tabla 1.

Il de Hadruroides sp.

Tabla 1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la fraccién Ill del veneno del escorpidn Hadlruroides sp. frente a Acinetobacter

REBIOL 43(1), 14-23 (2023)

baumannii
n Dlaon RS opuesos P
1 1.26 3 IC
1/2 0.63 3 T
1/4 0.315 3 T
1/8 0.1575 3 T
11l 1/16 0.07875 3 T
1/32 0.039375 3 T
1/64 0.0196875 3 T
1/128 0.00984375 3 T
1/256 0.004921875 3 T

3 = tres pocillos expuestos, IC= Inhibicién Completa, T=Turbidez

Tabla 2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la fraccion Il del escorpion Hadruroides sp. frente a K. pneumoniae

;é?)(’;l’céci’cr; Dilucion Corzrcr(]eg/trz?glon Expuestos K pngti\//lrioniae
1 1.26 3 T
172 0.63 3 T
1/4 0.315 3 T
1/8 0.1575 3 T
1] 1/16 0.07875 3 T
1/32 0.039375 3 T
1/64 0.0196875 3 T
1/128 0.00984375 3 T
1/256 0.004921875 3 T

3 = tres pocillos expuestos, IC= Inhibicién Completa, T=Turbidez

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la fraccion Il del escorpion Hadruroides sp. frente a S. marcescens

T oo CRmamO  bpwens oM
1 1.26 3 T
1/2 0.63 3 T
/4 0.315 3 T
1/8 0.1575 3 T
1 1/16 0.07875 3 T
1/32 0.039375 3 T
1/64 0.0196875 3 T
1/128 0.00984375 3 T
1/256 0.004921875 3 T

3 = tres pocillos expuestos, IC= Inhibicién Completa, T=Turbidez

Rivera et al.

No se constata actividad inhibitoria de la fraccién Ill sobre

K. pneumoniae evidenciandose crecimiento(turbidez)

S. marcescens no mostro sensibilidad frente a la fraccion
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4. Discusion

La no ausencia de cepas de K pneumoniae
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) con
resistencia a los antibiéticos, hace que el tratamiento de
infecciones como la uretritis , cistitis y pielonefritis lleguen
a ser complejas, por otro lado, cepas de S. marcescens
involucradas en eventos epidémicos con nifos
frecuentemente han demostrado ser multirresistentes, asi
mismo A. baumannii ha demostrado un bajo nivel de
sensibilidad a las carbapenemas y es responsable de
infecciones del tracto respiratorio y de las ITU. Por tal
razdn es necesario la bldsqueda nuevas alternativas
terapéuticas, como los péptido antimicrobianos
presentes en el veneno del escorpidon (Bou, 2001; Cristina
et al., 2019; Jiménez-Guerra et al., 2018).

En la presente investigacion, en el andlisis electroforético
de las proteinas del veneno puro de Hadruroides sp, se
evidencié péptidos de 10.0 KDa, lo cual es similar de otros
péptidos antimicrobianos derivados del veneno de otros
escorpiones de diferente género que presentan péptidos
de secuencia larga de aminoacidos con masas
moleculares en un intervalo entre 6,9 KDa a 9,3 KDa tales
como el péptido Scorpine 8,3 KDa de P. imperator{Conde
et al., 2000), Heteroscorpine de 8293 Da de Heterometrus
laoticus  (Uawonggul  etal, 2007), Opiscorpine-
1,0piscorpine-2, Opiscorpine-3 y Opiscorpine-4  de
84428 Da, 8367 Da, 8394 Day 8408 Da respectivamente,
las bactridinas 1y 2 de 6916 Da y 7362 Da de T7ityus
discrepans (Diaz et al., 2009).

El fraccionamiento del veneno puro de Hadruroides sp
por cromatografia de intercambio idnico permitié
evidenciar picos proteicos, los cuales fueron agrupados
en fracciones, la primera fraccion salid con el buffer inicial
de corrida (acetato de amonio pH 6.4) y al aumentar
progresivamente la concentracion del eluyente (NaCl) se
obtuvo 4 fracciones adicionales.

Sin embargo, mediante el analisis por UHPLC-MS/MS de
las fracciones obtenidas por extraccion en fase
solida(cromatografia de intercambio i6nico sephadex C-
25), determino que solo la fraccion 3 presenta péptidos
protonados a los tR (tiempo de retencién) de 2.509 y
3.041 min como se muestran en la figura 3 y 4, con masas

moleculares 628 Da y 699 Da pero difiere de otros
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polipéptidos  como el IsCT y IsCT2 de 15019 Day 1,4
KDa de Otus madagascariensis(Dai et al., 2001) AamAP1
y AamAP2 de 1,8 KDa y 1,9 KDa de Androctonus
amoreuxiAlmaaytah et al., 2018), el péptido HsAp de 3,2
KDa de Heterometrus spiniferNie etal, 2012) , los
péptidos  StCT1 y StCT2 de 1,5 KDa Scorpiops
tibetanu(Cao et al., 2012), las Pantininas de 1,4 KDa y 1,5
KDa de Pandinus imperator (Zeng etal, 2013), los
péptidos TsAP-1y TsAP-2 de 1,7 KDa del veneno T7ityus
serrulatus(X. Guo et al., 2013).

Asi mismo, la fragmentacion por disociacion activa por
colision (DAC) permitid la elucidacion orientativa de
algunos aminoacidos del péptido de 628 Da, tales como
glicina 57 Da, acido glutamico 129 Da, acido aspartico 115
Da, serina 87 Da, isoleucina o leucina 113
Da(Medzihradszky & Chalkley, 2015).También del péptido
de 699 Da, se registro las siguientes masa/carga : 115 Da,
155 Da, 131 Da,113 Da y 71 Da, los que corresponderian a
los siguientes aminoacidos acido aspértico , prolina-
glicina,  metionina, interleucina/leucina,  alanina,
respectivamente.

Los aminoacidos previamente descritos y detectados en
Hadruroides sp , han sido
reportados en péptidos con actividad antimicrobiana en
otros escorpiones de la misma familia Vaejovidae, como
vejovine VmCT1Y VmCT2 de V. mexicanus (Hernandez-
Aponte et al., 2011; Ramirez-Carreto et al.,, 2012).Este tipo
de aminoacidos también es comun en  péptidos
antimicrobianos  que  contienen  cisteina  como
heteroscorpine y opiscorpine-1,0piscorpine-
2,0piscorpine-3 y opiscorpine-4 y que presentan
actividad inhibitoria sobre K pneumoniae (Uawonggul
etal, 2007, Zhu & Tytgat, 2004), en péptidos
antimicrobianos de cadena sin cisteina como hadrurin
que inhibe a S. marcescens (Torres-Larios et al., 2000)
Mediante la técnica de microdilucidon se evidencidé que
hubo crecimiento (turbidez) para K. pneumoniae y S.
marcescens , esto se debe a factores tanto de la cepa
como del veneno y de sus concentraciones; asi en el
primer caso, las bacterias Grampositivas y Gramnegativas
aisladas de ambientes intrahospitalarios presentan
mecanismos de resistencia como el modificar los
componentes de sus paredes celulares( variacion de

lipopolisacéridos y de acidos teicoicos) para disminuir el
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caracter anionico de la membrana y promover la
resistencia a los péptidos antimicrobianos, tal es el caso
de Salmonella sp. E. coliy Y. enterocolitica; otro criterio
es la produccion de capsula, la cual actia como un
escudo, no permitiendo las interacciones entre la
superficie bacteriana y los péptidos anti-microbianos, tal
es el caso de K. pneumoniae. Asi mismo, alguna bacterias
como S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalisy S. marcescens
sintetizan proteasas especificas que participan en el
secuestro y resistencia a varios péptidos antimicrobianos
(Campos et al., 2004; L. Guo et al., 1998; Gutiérrez, 2003;
Schmidtchen et al., 2001)

El otro factor que puede estar relacionado con la
resistencia a los péptidos antimicrobianos es la existencia
de enzimas proteoliticas que separan los péptidos
presentes en el veneno soluble después de su ordefio,
tal es el caso de Vejovina de Vaejovis mexicanus que
después de la obtencién no se evidencian los primeros
ocho aminoécidos, originandose un péptido mas corto y
con actividad antimicrobiana disminuida (Hernandez-
Aponte et al., 2011).

La concentracién de proteina en la fraccion Il fue 1,26
mg/mL la misma que se diluyd, por lo que se sugiere que
el efecto antibacteriano sobre K pneumoniae y S.
marcescens también disminuira conforme aumenta la
dilucién, en ese sentido algunos investigadores sugieren
que se requiere diferentes concentraciones de veneno
para inhibir a las bacterias, tal es asi que en el caso del
péptido pandina 1 se precisé de 20.8 uM para reprimir
el desarrollo de P. aeruginosa mientras que pandina 2
requiri¢ de 38.2 uM (Corzo et al.,, 2000), opistoporina 1y
2 necesitaron concentraciones entre 1.6 a 50 pM,
parabutoporina requirié una concentraciéon menor de 6.5
UM (Moerman et al,, 2002), hadrurina necesité una
concentracion de 50 uM (Torres et al.,, 2000), bactridina-
1de 77 uM y bactridina-2 de 54 uM (Diaz et al.,, 2009),
vejovina 4,4 a 50 uM (Hernandez et al., 2011).

Por otro lado, los péptidos presentes en la fraccion Il de
Hadlruroides sp. si mostrardn efecto antibacteriano contra
A. baumannii similares al péptido Vejovina reportado de
V. mexicanus, que inhibi6 diferentes cepas de A
baumannii en concentraciones de 5 a 20 mM, esto se
explica por las interacciones electrostaticas entre la
carga catibnica del péptido con la parte
negativa(lipopolisacaridos) de la membrana externa de
bacterias,

provocando perturbaciones
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estructurales(formaciéon de poros) que desestabilizan a
las membrana celular vy alteran la permeabilidad iénica
de la membrana externa (Moerman et al., 2002). Ademas
se cree que los péptidos interaccionan con proteinas
citosolicas y ribosomas, y a una posible adherencia al
ADN & ARN, similar a lo reportado por otros agentes
antibacterianos (Hernandez-Aponte et al., 2011)

El veneno de escorpién presenta un gran numero de
toxinas, proteinas celulares y péptidos de amplio y/o
estrecho espectro contra los microrganismos, por lo que
se le considera una alternativa para la erradicacion de
microorganismos  resistentes y  extremadamente
resistentes a los antibioticos, antivirales, antipaltdicos.
Ademas, pueden ser toxicos para las células cancerosas,
insectos y eritrocitos.

En esta zona de Jaén se encontraron especies del género
Theutraustes, Tityus, Opisthacanthus y Hadruroides, por
lo que se recomienda hacer uso de técnicas genéticas y/o
moleculares para la identificacion definitiva de estos
especimenes, asi como el uso de otro tipo de técnicas
mas sensibles como el andlisis de espectrometria de
masas de tiempo de vuelo de ionizacion por desorcion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) para la
caracterizacion y secuenciamiento parcial o total de
péptidos generando una huella dactilar de la masa
molecular de los componentes del veneno lo que
permitiria disefiar péptidos mas selectivos y especificos
para combatir tumores, parasitos y virus. (Wang & Wang,
2016).

5. Conclusiones

A. baumannii baumannii ATCC19606 mostré sensibilidad
frente a la fraccion Il de Hadruroides sp a una
concentracion de 1,716 mg/dl y no se evidencio actividad
antibacteriana contra a K pneumoniae y S. marcescens.
El veneno crudo de Hadruroides sp. evidencid 11 picos
agrupados en cinco fracciones de proteinas usando
Sephadex C-25.

La fraccion peptidica F-Ill presentd moléculas de
naturaleza catiénica con un rango de masa entre 628 a
699 Da.
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