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Resumen

Este estudio se realiz6 del 21 de enero al 11 de junio del 2014.
En ese periodo se capturd al pez escorpion (Scorpaena mystes),
de la Bahia de Chamela Jalisco, México, y su posterior traslado
al Laboratorio de Péptidos Naturales Antimicrobianos, en el
Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias
(CUCBA). El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad
antimicrobiana y la composicion cromatografica del extracto de
espinas del pez escorpion que contienen veneno, mediante
bioensayos microbiolégicos y geles de poliacrilamida. Lo
anterior para dar a conocer el potencial farmacéutico.
Actualmente es una prioridad mundial encontrar nuevos
medicamentos alternos a los convencionales, debido a la
creciente resistencia observada de los microorganismos
causantes de infecciones. Los resultados mostraron que el
extracto de S. mystes inhibid a Staphilococcus aureus (G+), y a
la levadura Candida albicans, no asi a Escherichia coli (G-).
Ademas, se observd mediante geles de poliacrilamida, la
presencia de bandas cromatogréaficas de bajo peso molecular lo
cual puede deberse a moléculas de péptidos naturales
antimicrobianos, que habra que aislar y secuenciar.

Péptidos, Actividad antimicrobiana, Scorpaena mystes

Abstract

This study was realized from January 21th, to June 11th, 2014.
In that term the scorpion fish (Scorpaena mystes) was captured,
from the Chamela Bay, Jalisco, Mexico, and it was transferred to
the Antimicrobial Natural Peptides Laboratory, in the University
Center of Biological and Agricultural Sciences (CUCBA). The
objective of this work was to study the antimicrobial activity and
the chromatographic composition of the extract of scorpion fish
spines containing the poison, by means of microbiological
bioassays and polyacrylamide gels. The above mentioned is
relevant to make known the pharmaceutical potential of this
natural resources. Currently it is a global priority to find new
alternative medicines to conventional ones, due to the increasing
observed resistance of microorganisms that cause infections. The
results showed that the extract of S. mystes inhibited
Staphylococcus aureus (G +), and the yeast Candida albicans. In
contrast Escherichia coli (G-) was not inhibited. In addition, the
presence of low molecular weight chromatographic bands
observed using polyacrylamide gels, may be due to molecules
own to natural antimicrobial peptides, which must be probed, by
isolation and sequencing.

Peptides, Antimicrobial activity, Scorpaena mystes
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Introduccion

Los organismos marinos y en particular los
teledsteos, representan una importante fuente de
nuevas sustancias de gran diversidad. Esta
variedad de estructuras quimicas puede ser
utilizada como instrumento para la sintesis de
nuevas moléculas con actividad farmacoldgica,
(Pastrana, O. et al., 2014). Particularmente los
organismos venenosos han sido fuente de
investigacion con el propdsito mencionado de
encontrar  productos  farmacéuticos.  Sin
embargo, debido a las dificultades que se tienen
para adquirir y almacenar extractos de los
venenos de organismos marinos,
especificamente los peces, continda siendo un
campo poco estudiado, (Jarrod, C. & Wayne, H.,
2002).

El pez Scorpaena mystes pertenece al
orden Scorpaeniformes; familia Scorpaenidae,
es comunmente conocido de acuerdo con la
region en la que se encuentre, como pez
escorpién, pez piedra, lapén, o diablo. Es una
especie gque habita en aguas poco profundas,
comUnmente en arrecifes rocosos de mares
templados, y en areas arenosas abiertas. ES un
depredador oportunista, permanece oculto en la
superficie del arrecife en espera de presas
potenciales. Es la especie mas abundante de la
familia Scorpaenidae a lo largo de la costa este
de la peninsula de Baja California, y su
abundancia varia a partir del sur de Baja
California hasta Chile. (Froese, R. et al., 2018),
(Jakes, U. et al., 2017), (Scott, M., 1998).

Es una especie que presenta cuerpo
robusto, ligeramente comprimido, llega a medir
entre 28-45 cm de longitud; debajo del ojo
presenta una marcada  depresion,  sus
branquiespinas localizadas en los arcos
branquiales, son cortas y gruesas; tienen entre
44-49 escamas en serie longitudinal, y
abundantes prolongaciones membranosas a lo
largo del cuerpo, las cuales le confieren su
camuflaje. Los peces de la familia Scorpaenidae
Ilegan a tener de 11 a 17 radios o espinas en la
aleta dorsal, la cual se origina por delante angulo
posterior opercular; su aleta anal tiene 3 espinas,
siendo la segunda més fuerte que la tercera; las
pectorales estan dispuestas en forma de abanico;
las ventrales estan insertadas por detras de las
pectorales, de gran tamafio y los radios inferiores
estan engrosados.
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El sistema donde se produce el veneno de
los Scorpaenidae se constituye por glandulas de
veneno alargadas que se encuentran en los
surcos anterolaterales de las espinas en la aleta
dorsal, pélvica y anal. En el caso del pez leon y
el pez escorpion no presentan conducto excretor,
mientras que el pez piedra tiene glandulas con un
gran incremento en su tamafio emparejadas de
manera longitudinal y tiene un conducto
desarrollado, (Torres, R. 1991), (Amezcua, F.
1996) (Khora, S. 2013).

Scorpaena mystes como todos los seres
vivos tiene mecanismos de defensa inmune, en
especial de inmunidad innata; fagocitosis,
cascadas proteoliticas, y sintesis transiente de
péptidos naturales antimicrobianos, que lo
protegen de manera eficiente como su primera
linea de defensa. El veneno es un elemnto
defensivo del pez y es expulsado por las espinas
por presion mecanica. Contiene por lo menos
uno de estos elementos mencionados de la
inmunidad innata, que son los péptidos naturales
antimicrobianos, (Hoffman et.al., 1999), (Loyo,
Jesus. et al, 2008). En nuestro laboratorio hemos
desarrollado aplicaciones analiticas de extractos
naturales. En este caso se realiz un extracto a
partir de las espinas del pez escorpion para
estudiar si  este presentaba actividad
antimicrobiana. Posteriormente se realizaron
geles de poliacrilamida para estudiar su
contenido de bandas protéicas y explorar si
algunas de ella, las de bajo peso molecular,
corresponden a péptidos naturales
antimicrobianos que son uno de los tres
mecanismos de primera linea de la Respuesta
Inmune innata de todos los seres vivos, que les
permite sobrevivir darwinianamente en la
adaptacion y sobrevivencia de la “lucha por la
vida” (Hoffman et.al., 1999).

El objetivo de este trabajo es, proponer una
alternativa al uso de antibidticos convencionales
que ahora se ha visto, han causado resistencia
por parte de microorganismos patogenos. Por
ejemplo, el cloranfenicol, que fue la primera
opcidn contra la fiebre tifoidea, ya no es efectivo
en muchas partes del mundo, Mycobacterium
tuberculosis se ha hecho ampliamente resistente
a los medicamentos, Staphylococcus aureus es
resistente a la meticilina (SARM), Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae son resistente a
multiples medicamentos, constituyendo
amenazas graves para la salud publica.
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Plasmodium falciparum (el parasito que
causa la forma mas peligrosa de la malaria) esta
desarrollando resistencia a todas las clases
conocidas de medicamentos antipaltdicos. En
muchos sentidos, la resistencia a los antibioticos
es similar al cambio climatico, es decir es
irreversible. Ambos son procesos que operan a
escala global y de los cuales los humanos son en
gran parte responsables. (Woolhouse, M. &
Farrar, J., 2014)

Justificacion

El veneno del pez escorpién presente en los
extractos acuosos preparados en nuestro
laboratorio ha sido reconocido como ictiotoxico,
pero al mismo tiempo, como potencial agente
farmacoldgico (Khora, 2013) y herramienta
fisioldgica. Este trabajo pretende demostrar que
el veneno del pez piedra posee actividad
antimicrobiana para aplicarlo como agente
antimicrobiano.

Problema

Resolver la resistencia los antibi6ticos
convencionales por medio de la aplicacion de las
moléculas presentes en el veneno del pez
Scorpaena mystes.

Hipotesis

El veneno de S. mystes presente en los extractos
acuosos preparados en nuestro laboratorio,
contiene péptidos con actividad antimicrobiana.

Objetivo

1. Analizar el veneno de Scorpaena mystes
presente en los extractos acuosos
preparados en nuestro laboratorio para
averiguar si tiene actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus (Gram
positivas), Escherichia coli (Gram
negativas) y Candida albicans (Levadura)
usando el bioensayo de Dalgaard & Peek.

2. Por medio de geles de acrilamida SDS-
PAGE, conocer si el extracto del pez
piedra contiene bandas de bajo peso
molecular las cuales pueden ser péptidos
antimicrobianos.
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Los teledsteos son organismos marinos los
cuales presentan una respuesta inmune con
similitudes funcionales a la de los vertebrados
superiores. Esta respuesta se vera afectada por
diversos factores como situaciones adversas en
el medio, o cambios en los factores abioticos, asi
como la edad del individuo entre otros
(Olabuenaga, S. 2000).

El epitelio de los peces secreta un mucus
el cual contiene péptidos antimicrobianos y
carbohidratos con la funcion de protegerlo de
parasitos, bacterias y hongos. Ademas de este
sistema de defensa, otros peces, como es el caso
de la mayoria de las especies pertenecientes a la
familia Scorpaenidae, se distinguen por su gran
capacidad toxicologica. Las toxinas que estos
generan estan compuestas de lipidos, aminas,
quinonas, compuestos de amonio cuaternario,
alcaloides, bases guanidinicas, fenoles,
esteroides, mucopolisacaridos o compuestos
halogenados. Las sustancias que generan la
toxicidad continGan activas aun después de la
muerte del pez, sin embargo, no presenta la
misma intensidad.

El veneno que liberan ocasiona en el
humano la degradacion de proteinas y
glicosaminoglicanos en la matriz extracelular
del tejido conectivo, asi como dafios sistémicos
de tipos cardiovasculares y neuroldgicos.
Adicionalmente estas sustancias han reportado
varias actividades bioldgicas y farmacoldgicas
registradas para las moléculas aisladas de los
venenos de las especies marinas que
comprenden desde actividad antitumoral,
antibacteriana, antifangicas, antivirales,
inmunosupresoras, insecticidas, propiedades
neurotdxicas y citotoxicas. El tipo de
organismos del que estos compuestos activos
han sido aislados incluye invertebrados marinos,
(Schillaci, D. etal., 2010), (Chun, Lietal., 2015)
(Chun Li et al., 2008), (Escobar, R. et al. 2015),
(Loyo, J. et al. 2008), (Olabuenaga, S. 2000). Se
han realizado investigaciones referentes a las
propiedades farmacoldgicas que tienen otros
peces venenosos como el Pez ledon (Pterois
volitans) perteneciente a la misma familia que S.
mystes (Scorpaenidae) en estos estudios se
plantea que el veneno de estas especies podria
proporcionar un medicamento alternativo para
controlar la  resistencia  generada  por
Staphylococcus aureus a la meticilina (MRSA),
(Escobar, R. et al. 2015).
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En este trabajo se plantea que el pez
escorpién, Scorpaena mystes, basa su inmunidad
innata en parte gracias a que posee actividad
antimicrobiana, debida a los péptidos naturales
antimicrobianos (PNA).

Material y métodos
Cepas microbianas

Las cepas utilizadas fueron, Staphylococcus
aureus (ATCC® 6538™) (G+), Escherichia coli
(ATCC® 9637™) (G-) y Candida albicans
(levadura) obtenida del Instituto Dermatoldgico
de Jalisco.

Pez y extraccién del veneno

El pez se capturé en la bahia de Chamela,
Jalisco. Se sacrifico y mantuvo en congelacion
hasta llegar al laboratorio, en donde se cortaron
las espinas con material de diseccion, y
posteriormente se prepar6 el extracto acuoso a
partir de un macerando de las espinas en un
mortero de 10 cm de didmetro, con solucion
salina, PBS (buffer de fosfato salino pH 7.2),
hasta obtener una suspension, la cual se vertio en
tubos eppendorf para centrifugar a 5,000 rpm
con una temperatura de 25°C durante 25 min
para obtener el sobrenadante, el cual se esterilizo
por filtracion (0.22 micras) y se guard6 a 4°C.

Bioensayo microbioldgico

Se realizaron bioensayos en Agar Soja Triptica
(BD), y medio Saboraud (DIBICO), poniendo en
contacto al extracto concentrado y sus diluciones
seriadas contra cada una de las cepas
mencionadas arriba usando el método de
microdilucién convencional, (Dalgaard et.al.,
1994), seguido por la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria usando el
ensayo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), (Ong et.al., 1994). Finalmente, con los
datos obtenidos se creo una grafica en Microsoft
Excel.

Perfil Electroforético en SDS-PAGE

Las muestras para el corrimiento electroforético
se prepararon a partir de una dilucion 1:1 del
extracto/buffer -Laemmli 2X (BioRad) con 5%
de 2 mercaptoethanol (Sigma).
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Antes de cargar en el gel, las muestras se
sometieron a choque térmico, en bafio maria a
100°C durante 2-10 min, posteriormente se
desactivo la solucion proteica colocandola 1
segundo en el congelador, por dltimo, se
agregaron 10 pl de la muestra en cada pozo del
gel al 18%, (SDS-PAGE). EIl corrimiento se
llevd a cabo en buffer de corrimiento 1X
Tris/Glicina SDS

Buffer® (BioRad) pH 8.3 2130 V por 113
min. La tincion se llevd a cabo usando una
solucion con 1 g de azul de Coomassie R-250,
450 mL de metanol, 450 mL de agua desionizada
y 100 mL de acido acético glacial, se agregaron
20 mL para cada gel y se tifid 24 horas, después
para destefiir y realizar su observacion vy
documentacién se colocé el gel en solucion al
10% de metanol, 10% acido acético glacial y
80% de agua desionizada (Bollag y Edelstein,
1991).

Resultados y Discusion

Actividad Antimicrobiana del veneno de
Scorpaena mystes

Los resultados observados en los bioensayos
muestran que el veneno de S. mystes inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™) (G+). Se observd una inhibicion tipica
dosis-respuesta, (Figura 1).

Veneno S. mystes Vs S. aurens
120

100

UFC
(=)
(=]
—

—

> > & & A % Q
& Q > N > > ‘
0 SR R G g

Consentraciéon mg/mL

Figura 1 Resultados del bioensayo realizado con veneno
de pez piedra Vs S. aureus

En contraste, el veneno de S. mystes no
presentd0 actividad antimicrobiana  dosis-
respuesta contra Escherichia coli (ATCC®
9637™) (G-), no obstante, todas las
concentraciones del veneno causaron menor
crecimiento en comparacion al control (Figura
2).
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Veneno S. mystes Vs E. coli SDS - PAGE 18%
50 Veneno de las espinas dorsales de Scorpaena mystes
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Figura 2 Resultados del bioensayo realizado con veneno f 4 o
de pez piedra Vs E. coli. . . A

Candida albicans (levadura) presento
también una inhibicién tipica dosis-respuesta
hasta la tercera concentracion, en el resto de las
diluciones el nimero de UFC fue casi uniforme,
(Figura 3).

Veneno S. mystes Vs C. albicans

UFC
(=)}

> > & v}
& o Q-\ N Y
& ' ’
Concentracién mg/mL

Figura 3 Resultados del bioensayo realizado con veneno
de pez piedra Vs C. albicans

Perfil Electroforético en SDS-PAGE 4-18%

En la figura 4 se puede observar el corrimiento
electroforético por carril en el gel al 18% de
acrilamida. En el primer carril se colocaron los
marcadores moleculares, en los siguientes tres
carriles se agregaron 15 pl del de espinas del pez
escorpion que contiene el veneno, enel 4,5y 6
se pusieron 10 pl y en los ultimos tres se
colocaron 5 pl. En todas las muestras a probar se
observaron bandas de alto peso molecular que
pueden corresponder a diferentes formas de
colagena. Pero de manera muy clara se observo
una banda de bajo peso de aproximadamente 10
Kda, y otras menos claras cercanas a 15 Kda.

Los resultados anteriores de la
electroforesis en geles de poliacrilamida
sugieren que la banda de 10 Kda y las de 15 Kda
podrian corresponder a péptidos
antimicrobianos, lo cual se debe confirmar
secuenciando esas bandas (Figura 4).
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Figura 4 Corrimiento electroforético realizado en gel de
poliacrilamida con diferentes concentraciones de veneno

Se puede decir que el veneno del pez
escorpién tiene moléculas de bajo peso
molecular -péptidos antimicrobianos, que
inhiben eficientemente a S. aureus y a C.
albicans, no asi a E. coli. Lo anterior puede
deberse a que el pez escorpion ha desarrollado
estas moléculas por seleccion darwiniana de
acuerdo a su medio ambiente.

Por Gltimo sera necesario aislar las bandas
de 10 Kda, y las otras menos claras cercanas a 15
Kda, para repetir los bioensayos, para después en
caso positivo de reproducibilidad de los mismos,
secuenciar esas bandas.

Conclusion

1.  El veneno de S. mystes muestra actividad
antimicrobiana contra S. aureus y C.
albicans, no asi para E. coli.

2.  Lasbandas de bajo peso molecular pueden
indicar la presencia de peptidos naturales
antimicrobianos presentes en el veneno.
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