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RESUMEN

En la ultima década, se ha trabajado en el hallazgo de nuevas moléculas peptidicas
con actividad antibacteriana frente a microorganismos de importancia clinica actual,
como lo son aquellos del grupo ESKAPE (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus
spp.), causantes de enfermedades como la gastroenteritis, neumonia, endocarditis,
infecciones intrahospitalarias e infecciones cutaneas. En esta revision, se discute sobre
los antecedentes, caracteristicas y mecanismos de accién propuestos para los PAMs,
por medio de una recopilacion de diferentes articulos experimentales enfocados
principalmente a las técnicas que han permitido la elucidacion del mecanismo de
accion, entre ellas se encuentran técnicas y ensayos como la microscopia de
fluorescencia, microscopia electronica, microscopia de fuerza atomica, ensayos
moleculares e inmunoenzimaticos, entre otros. Estos ensayos han permitido avanzar
en la comprensiéon e interpretacion de la interaccion de PAMs con los
microorganismos lo que ayuda a disefiar mejoras en la estructura de los PAMs que

puedan potenciar su actividad antibacteriana.

PALABRAS CLAVE: PAMs, mecanismo de accidon, extracelular, intracelular,

antibacteriano, in-vivo, in-vitro.

Estudiante: Karen Tatiana Diaz Rodriguez
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Introduccion

El aumento de los casos de resistencia antibacteriana que se han presentado en la
ultima década de manera acelerada ha generado varios frentes de investigacion, uno
de los cuales consiste en la busqueda de nuevas moléculas con actividad
antibacteriana. Los péptidos antimicrobianos (PAMs), han surgido como una
alternativa prometedora ya que son moléculas de origen animal, vegetal e incluso
humano, forman parte del sistema inmune de muchos organismos y se ha propuesto
que pueden ser utiles para futuros usos en la clinica que por ser parte del sistema
inmune de muchos organismos son moléculas prometedoras para futuros usos en la

clinica.

Fue en 1939, cuando se aislaron las primeras sustancias con potencial antibacteriano
de origen procariota, los primeros estudios se enfocaron en las metodologias de
extraccion que ayudaron a aislar la secuencia peptidica responsable de la actividad y
no hacia los mecanismos asociadas a la interaccion de estas moléculas con las células
bacterianas!, la atencion estaba en ensayos de extraccion de PAMs a partir de cultivos
microbianos, cuya presencia exhibia una actividad tanto in vitro como in vivo frente a
un gran numero de bacterias?®. Los ensayos microbioldgicos y de observacion
microscopica eran los que mayor utilidad presentaban en las primeras
investigaciones. Para la identificacion de nuevas proteinas, con actividad
antibacteriana, como la Lactoferrina bovina (LFb) aislada de la leche, fue necesario
implementar nuevas técnicas, como la electroforesis en gel*y, para finales de la década
de los 80's, ensayos moleculares como la degradacion enzimatica y técnicas analiticas
como la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) que permitieron el estudio e
identificaciéon de una serie de PAMs y proteinas antimicrobianas de leucocitos,

incluidas las a-defensinas de conejos>® y humanos’.

A lo largo de los afios, la llegada de nuevas tecnologias analiticas usadas en la
investigacion se ha convertido en un apoyo que permite un acercamiento al

entendimiento de los mecanismos de accion de diferentes compuestos con actividad
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antibacteriana. En 1998 se publicé uno de los primeros resultados sobre el estudio del
mecanismo de accion de PAMs sobre la membrana bacteriana a través de ensayos de
fluorescencia y un experimento de retardo de gel utilizando la Buforina II
(TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK) marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
para este caso se determind que la Buforina II inhibe las funciones celulares al unirse
al ADN y al ARN de las células después de penetrar en la membrana bacteriana®.
Desde inicios del siglo XXI hasta la fecha, se han introducido diferentes técnicas
instrumentales como la microscopia, con incorporacion de ondas electromagnéticas
acopladas a un haz de electrones para obtener mayor resolucion de imagen o incluso
otras como la microscopia de fuerza atdémica (AFM) que recorren la superficie celular

captando fuerzas del orden de los nanonewtons®™°.

En el 2017 se logrd visualizar el mecanismo de accion del péptido proveniente de la
catelicidina-2 de pollo CATH-2 (RFGRFLRKIRRFRPKVTITIQGSARF) frente a
Staphylococcus aureus (S. aureus) resistente a la meticilina (WKZ-2, aislado humano);
donde la microscopia confocal de imdagenes demostré6 que CATH-2 se une
directamente a las bacterias y provoca la permeabilizaciéon de la membrana y la
contraccion celular la cual fue demostrada mediante tinciones con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y yoduro de propidio (PI)!'. En otros estudios, se evalud el
mecanismo del péptido NK-18 (KILRGVCKKIMRTFLRRI-NH2) contra cepas de
Escherichia coli (E. coli) CMCC44102 y S. aureus CMCC26003 a través de ensayos de
microscopia electrénica de barrido (MEB), este permitié observar alteraciones y
formacién de ampollas en la superficie celular; igualmente los ensayos de liberacion
de calceina proporcionaron evidencia de la ruptura de la membrana celular’?. En los
ultimos reportes sobre mecanismos de accién de PAMs, tal como se logrd con el
péptido CATH-2 contra aislados clinicos de S. aureus, el inmunomarcaje ha sido una
técnica innovadora y una estrategia diferente de identificacion de mecanismos de

accion en modelos in vitro, permitiendo en este caso la localizacion del péptido en los
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pliegues de la membrana, sugiriendo que estos son agregados de poros en forma de

toroides!.

Como estos, son diversos los ensayos que se han venido publicando en los ultimos
anos cuya finalidad ya no se centra inicamente en encontrar, aislar y caracterizar
moléculas con actividad antibacteriana sino de comprender mas a fondo su
mecanismo de accion para finalmente mejorar y desarrollar alternativas prometedoras
de fdrmacos antibacterianos. En el presente documento se recopilan y detallan las
metodologias y las técnicas reportadas hasta la fecha enfocadas especificamente a la
determinacién de mecanismos de accién de PAMs (naturales o sintéticos) y como estas
han permitido un acercamiento de este tipo de moléculas a la clinica como posibles

agentes terapéuticos.
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1. Antecedentes
A finales de 1920, Alexander Fleming en estudios con eucariotas identificd la lisozima,
considerada este el primer caso informado de un péptido con actividad
antimicrobiana'?, en 1939 se logrd el aislamiento de las primeras moléculas de origen
bacteriano (Bacillus brevis) con potencial terapéutico nombradas gramicidinas del cual
se observd una cura exitosa sobre heridas en la piel de cobaya infectadas con
Clostridium perfringens**'®, luego en las décadas de 1950 y 1960 se demostrd que las
moléculas catidnicas eran responsables de la capacidad de los neutrofilos humanos
para inhibir el crecimiento bacteriano'®'”. A partir de alli, los estudios se centraron en
el aislamiento, sintesis y/o modificacion y evaluacion de la actividad de PAMs como:
i) la adicion de aminoacidos (cisteina) involucrados en la estabilizacién de la molécula,
ii) ensayos in vitro sobre el mecanismo de accion en modelos animales como moscas y
larvas’®, y iii) aislamiento de nuevos PAMs de secreciones y tejidos de mamiferos,
anfibios, insectos y humanos!®??!, esta recopilacion de resultados permitieron crear
hipdtesis sobre las interacciones de los PAMs con las membranas bacterianas que
posteriormente fueron confirmadas mediante técnicas y/o metodologias asociadas a
la determinacion de mecanismo de accién?’. Las primeras investigaciones se
caracterizan por el estudio de la actividad antibacteriana (Concentracién Minima
Inhibitoria CMI y Concentraciéon Minima bactericida CMB) de péptidos sintéticos o
naturales evaluada principalmente a través de ensayos de susceptibilidad®%2, asi
como también se caracteriza por el hallazgo y aislamiento de nuevos compuestos
peptidicos que inducian una mayor accion inhibitoria y respuesta inmune frente a
bacterias patogenas; inicialmente las investigaciones proponian hipotesis que
tinalmente se terminaban confirmando o descartando afios después con el avance de
nuevas técnicas de laboratorio que facilitaban esclarecer el mecanismo de accién e

interaccion de péptido-célula.
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Con la finalidad de verificar los mecanismos de accion propuestos actualmente, se
inici6 el uso de técnicas de electroforesis en gel**? asi como secuenciacion del
genoma? y ensayos de dicroismo circular (CD)* entre otras de naturaleza quimica que
permitieran evidenciar como actuaban estas moléculas de estudio frente a los
microorganismos. Para finales de los afios 90 se tuvo un enfoque mas claro acerca de
la integridad de la membrana bacteriana, se centrd la atencion en la interaccion de los
PAM:s con los componentes principales que constituyen la membrana como los son
los lipidos y/o polisacaridos; tal fue el caso como lo reportdé Wimley et al, en donde
evidenciaron a través la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) la union del
péptido HNP-2 (CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC) en vesiculas lipidicas,
asi como la permeabilidad de la membrana por medio de ensayos de fluorescencia
(ANTS-DPX, DOPE, DOPC) que permitieron observar la liberaciéon de contenido
citoplasmatico de las vesiculas inducida por la accion de HNP-2%2, Para 1998 se
introdujeron ensayos de microscopia con mejoras Opticas que favorecieron la
observacion de las disrupciones y alteraciones en la membrana como: i) la microscopia
electrénica®?, ii) microscopia de barrido laser confocal (CLSM)?, iii) microscopia de
fluorescencia® iv) microscopia de fuerza atomica® v) microscopia electronica de
transmision (MET) o vi) microscopia de barrido, al igual que se llegd a conocer el
modo en el que intervienen los PAMs formadores de poros sobre la membrana,
identificindose tres modelos (barril duela, toroidal y de tapete)®. Para la primera
década del 2000 y teniendo méas conocimiento en el campo de las moléculas peptidicas,
se comenzo con la busqueda de otros targets bacterianos diferentes a membrana,
donde mediante un ensayo de retardo en gel se pudo visualizar la unién de péptidos
como la Buforina II a proteinas de replicacion celular como el ADN y ARNS, el lipido

II sobre la pared celular®?, membrana mitocondrial® y union a proteinas®.

En los altimos 10 afios, el uso de ensayos in vitro ha permitido esclarecer diversos
mecanismos de accion exhibidos por los PAMs, esto ha llevado a que las

investigaciones se centren en la modificacion estructural de secuencias con el fin de
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potenciar la actividad antibacteriana y reducir los efectos adversos que puedan llegar
a presentar en el huésped. Hasta la fecha atn se siguen utilizando todos los ensayos
que desde un inicio sirvieron en el proceso y poco a poco se han incluido otros como
los inmunoensayos; como lo fue el ensayo de MET modificado con marcaje
inmunoldgico con oro logrando evaluar la translocacion del péptido catelicidina-2 de
pollo CATH-2 luego de la adherencia a la membrana bacteriana''¥. Con base en las
técnicas y metodologias anteriormente mencionadas, la investigacion futura sobre la
incorporacion de PAMs como nuevos antimicrobianos no debe centrarse solo en la
presencia de la actividad, sino, aplicar ensayos que muestren de manera clara el
comportamiento de estos compuestos en las diferentes etapas del proceso de muerte

bacteriana.
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2. Marco teorico

2.1 Diversidad de los PAMs

Bajo la necesidad de desarrollar nuevos compuestos para combatir las infecciones
bacterianas, los péptidos antimicrobianos (PAMs) han ganado atencion rapidamente
como una nueva fuente de agentes antibacterianos con gran potencial clinico. Hasta la
fecha se registran mas de 3000 secuencias las cuales se encuentran en practicamente
todas las formas de vida, estas suelen ser obtenidas con frecuencia de fuentes de i)
origen natural (leche, veneno, sangre, saliva), ii) aislados bacterianos, iii) plantas, iv)
vertebrados e invertebrados, entre las que destacan las defensinas, magaininas,
catelicidinas, entre otros®, figura 1. También pueden ser de origen sintético los cuales
pueden ser sintetizados y modificados in vitro o mediante sintesis organica como la
sintesis de péptidos en fase sdlida, entre estos encontramos péptidos como KSL
(KKVVFKVKEFK) y MSI-843 (Oct—-OOLLOOOLOOL-NHz2)%; los PAMs reportados

suelen contener menos de 100 aminoacidos, incluir residuos cargados positivamente

(lisina, arginina e histidina) y parte de sus residuos son hidréfobos (> 50%)%.
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Figura 1. Clasificacion de PAMs por su origen®.
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2.2 Caracteristicas fisicoquimicas de los PAMs

2.2.1 Estructura

Estudios sobre la relacion estructura-actividad de péptidos antimicrobianos han
revelado que hay muchos factores que afectan su especificidad y la actividad
bioldgica. Factores como: i) la carga, ii) la estructura, iii) la hidrofobicidad, iv) la

anfipaticidad son fundamentales sobre la actividad antibacteriana.

En cuanto a las caracteristicas estructurales los PAMs se clasifican en: i) PAMs con
estructura de alfa hélice, predominan en la matriz extracelular de ranas e insectos y
por lo general estos péptidos se estructuran cuando entran en contacto con micelas y
liposomas®. Estos PAMs tienen una estructura helicoidal anfipatica al entrar en
contacto con la membrana bacteriana, asi como la mayoria contienen alrededor del
50% de residuos hidréfobos promoviendo el contacto con la membrana*'. Al intentar
comprender mejor este modelo se han reportado resultados de simulaciones a
multiples escalas y experimentos de fluorescencia in vitro en vesiculas unilaminares
grandes (LUV) brindando una explicacion general del efecto de un péptido
helicoidal*?. ii) PAMs con estructura hoja 3, se estabilizan mediante enlaces disulfuro
y se organizan para crear una molécula anfipatica, suelen ser moléculas ciclicas, se
conocen alrededor de 400 péptidos incluyendo la familia de las defensinas, aunque
para el 2017 por medio de simulaciones de dindmica molecular (DM) se analizaron los
poros formados por el péptido de protegrina-1(RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH:)
sobre la superficie de la membrana bacteriana de cepas Gram-positivas y Gram-
negativas; es importante resaltar que debido a la estructura que presenta, estos
péptidos estan mas ordenados en solucion acuosa y no experimentan cambios tan
drasticos como los péptidos helicoidales tras la interaccion de la membrana*#.
Finalmente, iii) aquellos llamados bobina extendida que carecen de las estructuras
secundarias a menudo son ricos en ciertos aminodcidos, incluidos residuos de glicina,

arginina, triptofano, prolina e histidina, asi como su estructura se estabiliza solo por
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puentes de hidrogeno e interacciones de Van der Walls con los lipidos de la

membrana*!, ver Figura 2.

(a) C (b) (c)

N

Figura 2. Estructuras de los péptidos antimicrobianos. (a) a helicoidal (magainina),
(b) Hoja {3 (defensina) y (c) Bobina extendida (indolicidina). Los residuos cargados
positivamente son de color azul, mientras que los hidréfobos son rojos.

En la actualidad se han disefiado PAMSs con modificaciones estructurales de la cadena
de aminodcidos con el objetivo de i) generar péptidos mas cortos, que sintéticamente
sean mas viables y econdmicos ii) aumentar la actividad antibacteriana, iii) reducir la
toxicidad. Lo anterior se pudo observar por lo reportado por Mahlapuu et. Al., donde
los cambios estructurales en el motivo minimo de la lactoferricina bovina (LfcinB)
RRWQWR pueden influir en la actividad antimicrobiana de los péptidos resultantes,
al igual que otros grupos reportaron que la polivalencia del motivo RRWQWR
aumenta la actividad antibacteriana®. Igualmente, Cardenas et. al., al realizar algunas
sustituciones de aminodcidos de arginina (Arg) por lisina (Lys), demostraron que
secuencias con sustitucion del tipo Arg/Lys presentaron una actividad antibacteriana
similar a la de los péptidos con Arg contra E. coli ATCC 25922 y ATCC 11775,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923, asi como
también aislados clinicos del instituto nacional de cancerologia de Colombia;

sugiriendo que dicha sustitucion no afecta significativamente a la actividad
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antibacteriana, pero fue significativa en ensayos de sinergia con antibidticos como

ciprofloxacino y frente a la reduccion de la actividad hemolitica®.

2.2.2 Relacion estructura-actividad
Otra de las caracteristicas importantes en la actividad de los péptidos antimicrobianos
es su carga neta, la mayoria de ellos tienen una carga neta positiva, que va desde +1
hasta +9, puesto que la interaccion inicial con la membrana es principalmente
electrostatica, permitiendo un aumento en la concentraciéon de las moléculas
peptidicas unidas a la interfaz de la membrana*!. Sin embargo, por lo general siempre
hay una carga optima para la actividad, con una mayor carga mas alla de este valor,
resultaria en una disminucién de la actividad, asi como se demostro para los analogos
de magainina 2 (GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-HN:), donde una carga mayor
hace que la actividad aumente mientras que la hidrofobicidad y la estructura
permanecen constantes, pero que con cualquier adiciéon de residuos catiénicos mas
alla del punto ideal disminuye notablemente la efectividad del péptido?. El efecto de
la carga sobre la actividad también se ha demostrado para los anadlogos de melitina
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH:z) en los que la eliminacion de la cola
cationica C-terminal resultdé en una disminucion de cinco veces en la actividad
hemolitica y una disminucion significativa en la union a la membrana®. En la
actividad de los PAMs, también la carga de la membrana bacteriana juega un papel
fundamental en la union y selectividad de dichas moléculas teniendo en cuenta que
estos tienen afinidad por los lipidos cargados negativamente como el fosfatidilglicerol

(PG) y la cardiolipina en las membranas microbianas*.

Asi mismo, la hidrofobicidad es una caracteristica esencial para la interaccion con las
membranas, ya que controla la internalizacién del péptido en ella. Los PAMs
normalmente contienen aproximadamente un 50% de residuos hidrofobos, los
estudios han demostrado que aumentar la hidrofobicidad hasta un porcentaje minimo

puede aumentar la actividad frente las membranas celulares microbianas®, pero un
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aumento adicional de esta mas alla de un valor 6ptimo se ha correlacionado con una

pérdida de la actividad y un aumento en la toxicidad en células de mamiferos*.

Tanto la carga, la estructura y la hidrofobicidad son importantes en la actividad
antibacteriana de los PAMs, pero también lo es su estructura anfipatica, incluso se ha
demostrado que la anfipaticidad es mas importante que la hidrofobicidad y la
estructura secundaria para promover una fuerte uniéon del PAM a la membrana
bacteriana. Casi todos los PAMs forman algin tipo de estructura anfipatica al
interactuar con la membrana y esta caracteristica hace referencia a la proporcion y la
ubicacién de los dominios hidroéfilos (se une a los fosfolipidos) e hidrofobos (se une a

los lipidos) en el péptido*, ver Figura 3.

a) b)

alfa-defensina 3 humana

Protegrina Indolicidina

Figura 3. a) Representacion a-helicoidal de una estructura anfipatica con areas
hidrdfilas (rojas) e hidréfobas (azules). b) Agrupacion de residuos hidrdfilos e
hidréfobos de varios péptidos antimicrobianos. Tomada de: Curr Top Med Chem?*.

Enla Tabla 1, se presenta un resumen de las propiedades y caracteristicas de los PAM.
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Tabla 1. Resumen de las propiedades y caracteristicas de los PAM.

Propiedad Caracteristica Ejemplo Ref.
e C(Cationicos (+1, +9) LfcinB 20-25 (RRWQWR)
e Presencia de residuos 38
de Lys, Arg, His
® Anionicos Surfactante pulmonar
Carga neta e Requieren Zinc como  ovino (H-DDDDDDD-OH)
cofactor (H-GADDDDD-OH)

i - (H-GDDDDDD-OH) 5051
e Contienen regiones

homopoliméricas de

aspartato

e Contiene cerca de 50% LfcinB 20-25 (RRWQWR)

de residuos

Hidrofobicidad L, Melitina 38,52,53
hidrofobos (Trp,Val, 16 A VLKVLTTGLPALIS
Leu, Met, Tyr) WIKRKRQQ-NH>)
Buforina II
e Proporciones (TRSSRAGLQFPVGRVHR
hidréfilas e hidréfobas  FLRK)
Anfipaticidad 4041
en la estructura )
. Protegrina-1
peptidica (RGGRLCYCRRRFCVCVG
R-NH)
2.3 PAMs en la clinica

La capacidad que tienen los péptidos de actuar por diferentes mecanismos sobre
distintos blancos no solo aumenta su eficacia antimicrobiana, sino que ademas
disminuye las posibilidades a que se genere resistencia, asi como reduce las
posibilidades de adquirirlas simultdneamente sobre diferentes blancos de accién. De
igual forma, puede que un péptido antimicrobiano presente distintos mecanismos de
accion y tenga el mismo efecto antimicrobiano que los antibidticos convencionales,
pero con efectos secundarios minimos®. Esta terapia combinada con antibidticos

actuales puede de la misma manera reducir la facil aparicion de resistencia a estos, asi
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como lo reportd Browne et. al.,, donde la terapia de combinacion con el péptido
antimicrobiano DP7 (VQWRIRVAVIRK) erradico la resistencia a la vancomicina y la
azitromicina en aislados clinicos de S. aureus, P. aeruginosa y E. coli y a su vez potencid

la actividad generando sinergia con componentes del sistema inmunitario®.

Aunque en la actualidad, el nimero de estudios con PAMs va en aumento, se conocen
muy pocas moléculas de naturaleza peptidica usadas en las ultimas fases de
investigacion clinica; actualmente, hay alrededor de diez antimicrobianos basados en
PAMs disponibles comercialmente (Tabla 2). Al igual que muchos de los antibidticos
tradicionales, siete de estos compuestos peptidicos se aislaron de especies bacterianas,
los tres restantes son derivados semisintéticos de compuestos ya existentes. Una
limitante, es que todos estos farmacos basados en PAMs actiian sobre la membrana
celular bacteriana, ya sea directamente (lisis de la membrana) o indirectamente
(inhibicién de la sintesis de la pared celular) facilitando el desarrollo apresurado de

mecanismos de resistencia®.
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Tabla 2. Antibioticos basados en péptidos disponibles comercialmente®.

Mecanismo de

Antibidtico = Origen Objetivo Clase . Indicacion
accion
o . ..  Bacterias . L1 Inhibe la sintesis de . _
Bacitracina Bacillus subtilis . Péptido ciclico Infecciones de la piel
Gram-positivas la pared celular
Bacterias Inhibe la sintesis de
Dalbavancina Teicoplanina o Lipoglucopéptido Infecciones de la piel
Gram-positivas la pared celular
.. Streptomyces Bacterias : . . . .
Daptomicina - Lipopéptido Lisis de membrana Infecciones de la piel
170Se0Sporus Gram-positivas
, . Infecciones por
L. Bacillus Bacterias L. , . .. .p
Colistina . Péptido ciclico Lisis de membrana gramnegativos
polymyxa Gram-negativas o
multirresistentes
Bacterias
Gramicidina , , Gram-positivasy ~ Mezcla de tres Mezcla de tres . _ .
Bacillus brevis . B Infecciones de la piel y ojos
D algunas polipéptidos polipéptidos
Gram-negativas
. . Lisis de membrana e
. . Derivado de Bacterias . o .y C . .
Oritavancina .. o Lipoglucopéptido inhibe la sintesis de la Infecciones de la piel
vancomicina Gram-positivas
pared celular
Lo Bacillus Bacterias o, . Infecciones del tracto urinario
Polimixina B . Polipéptido Lisis de membrana )
polymyxa Gram-negativas y del torrente sanguineo
. , Actinoplanes Bacterias L Inhibe la sintesis de Infecciones graves por
Teicoplanina . . - Glicopéptido g
teichomyceticus ~ Gram-positivas la pared celular grampositivos
. Amycolatopsis Bacterias . L Inhibe la sintesis de Infecciones graves por
Vancomicina rycontop o Glicopéptido o\ & P
orientalis Gram-positivas la pared celular grampositivos
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Aunque la toxicidad es una de las principales limitaciones para efectuar un adecuado
uso de las vias de administracidn, la poca correlacion entre la actividad antimicrobiana
in vitro y su eficacia in vivo es uno de los mayores obstaculos para el avance de estos
tarmacos hacia el desarrollo clinico, puesto que los PAMs que muestran valores bajos
de CMI/CMB in vitro pueden perder su actividad in vivo debido a una rapida
degradacion proteolitica o unioén a proteinas en el hospedero®. Su baja estabilidad
metabdlica es considerada otro factor importante que limita la aplicacion clinica, dado
principalmente a: i) una mala penetracion en la mucosa intestinal, ii) tiempos de vida
media cortos en el plasma sanguineo vy iii) la rdpida eliminacion de la circulacion por
el higado y los rifiones. Por lo anterior, la aplicacion tdpica es la via de administracion
mas comun, sobre la herida o en el sitio de la cirugia, la aplicacion en las mucosas
como aerosoles nasales y similares; sin embargo, incluso tras la administracién
cutdnea los péptidos son susceptibles a la degradacion por parte de las enzimas
proteoliticas tisulares*. Los costos de produccion es considera otra de las limitaciones,
los costos en los procesos también pueden retrasar el desarrollo clinico de los PAMs,
sin embargo, hoy en dia se cuenta con una serie de péptidos que se encuentran en
alguna de las fases de ensayos pre-clinicos destinados a infecciones cutdneas como
Omiganan (MBI226, CLS001) o Lytixar (LTX-109) asi como algunos dirigidos a
infecciones por catéter (CP22, MX-226) o infecciones por Gram-positivos (Mersacidin)

entre otros (Tabla 3), desde la fase I a la fase preclinica®.

Tabla 3. PAMs en evaluaciones preclinicas®.

F
PAM Origen ,as:e Indicacion Administracion
clinica
Andlogo d .
Pexiganan mr;a ;i?nae(l’iel Fase Ulceras del pie Crema tpica
(MSI-78) & 111 diabético infectadas p
de rana)
Infecciones cuténeas
Lytixar Peptic%omir.nético Fase por Gr.am-pos.itivc?s.no . o
antimicrobiano complicadas, impétigo  Hidrogel topico
(LTX-109) o /11 Sy
sintético y colonizacion nasal

por S. aureus
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Bacteriemia e
infecciones fiingicas en
Derivada de la receptores de Tratamiento
.. Fase , )
hLF1-11 lactoferricina I trasplante de células intravenoso (en
(humana) madre solucion salina)
hematopoyéticas
inmunocomprometidos
. Derivada de Onicomicosis :
Novexatin . . ., Tratamiento
defensinas Fase Il (infeccion por hongos .
(NP-213) - topico
(humana) en las unas)
Solucién a base
. de alcohol
Fase Ulceras venosas de la z;l (fz’l?co ara
ivinili
LL-37 LL-37 (humana) pierna dificiles de POTIVINIACO b
/1 curar administracion
u
en el lecho de la
herida
Hidrogel a base
Prevencion de la de 4cido
Derivada de la formacion de hialurdnico
PXLO1 lactoferricina FaseIl adherencias para
(humana) posquirurgicas en administracion
cirugia de la mano en el sitio
quirargico
Derivado de Mucositis oral en
Iseganan protegr.ina 1 Fase II pac'ientes que recﬂ?en Solucién oral
(IB-367) (leucocitos radioterapia por cancer
porcinos) de cabeza y cuello
Derivado de . .
. . o Fase Infecciones de catéter y L
Omiganan indolicidina , Gel topico
] II/111 rosacea
(bovina)

Por lo tanto, el desarrollo terapéutico de PAMs debe centrarse en optimizar cada

compuesto para adaptarse al método mas adecuado de administracion, ya que se ha

observado que modificaciones sintéticas como: i) la ciclacion de los PAMs, ii) la

incorporacion de D-aminodcidos y andlogos de aminodcidos no naturales, y iii)

miméticos de péptidos con diferentes estructuras principales pueden reducir la

toxicidad y/o aumentar la estabilidad y permitir mayores opciones de administracion

de farmacos#:54%.
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2.4 Mecanismo de accion de los PAMs

Desde el descubrimiento de los PAMs, los estudios de mecanismo de accidon se han
centrado principalmente en su actividad membranolitica, pero con el avance de las
técnicas se ha logrado definir que también existen blancos intracelulares. Bajo este
contexto, se ha dividido el mecanismo de accion en dos categorias: i) aquellos
dirigidos a membrana y a ii) blancos intracelulares. Los PAMs que se dirigen a la
membrana pueden tener o no tener interacciones a través de receptores, en la via
mediada por receptores como ejemplo se encuentran aquellos producidos
principalmente por bacterias, como la nisina el cual tiene dos dominios: el primero se
une con gran afinidad a la molécula de lipido II, un precursor de la pared celular y el
segundo es el dominio formador de poros incrustado en la membrana; por otro lado,
entre aquellos que acttian a través de la union a membrana con lipopolisacaridos (LPS)
de la superficie externa de bacterias Gram-negativas y acidos teicoicos de bacterias
Gram-positivas estan la melitina, cecropina A (KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKA
GPAVAVVGQATQIAK-Am) y magainina (H2N-GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-
COOH)»%e,

La mayoria de los PAMs se dirigen a la membrana y funcionan al interactuar con los
componentes de esta sin tener que relacionarse con los receptores necesariamente, esta
relacion se da debido a que la superficie externa de las bacterias Grampositivas y
Gramnegativas contiene acido teicoico y lipopolisacdridos los cuales le confiere una
carga neta negativa que permite la atraccion electrostética inicial con PAMs de carga
catidnica; algo muy importante a recalcar es la selectividad que hacen los PAMs entre
la membrana bacteriana y la membrana de las células eucariotas®. La capa exterior de
la bicapa lipidica en las membranas bacterianas se compone principalmente de lipidos
cargados negativamente, como fosfatidilglicerol y cardiolipina, mientras que la de las
membranas animales se compone de fosfolipidos zwitterionicos como fosfatidilcolina,
esfingomielina y otros de cardcter neutro como el colesterol, en este tipo de

membranas la mayoria de los lipidos cargados negativamente se encuentran en

28



internamente orientados hacia el citoplasma (Figura 4). Posteriormente a las
interacciones electrostaticas iniciales, los péptidos tienden a acumularse en la
superficie y autoensamblarse en la membrana bacteriana alcanzado una concentraciéon
Optima; a partir de este punto el mecanismo de accion se comienza a clasificar en dos

modelos: i) modelos de poro transmembrana y ii) modelos sin poro3.

PAM

>

Interacciones electrostaticas
e hidrofobicas

Interacciones

hidrofobicas Debil

rﬁmﬂfﬂem fm m o anm T’ m pronen
Jw Ju‘lﬂ‘.& iiﬁ ‘L‘uulh ﬂgm

Membrana animal Membrana bacteriana

”I Fosfolipidos
!. | zwitterionicos

’ Fosfolipidas
|| anionicos

‘ﬁ_' Colesterol
Figura 4. Interaccion de péptidos catidnicos con membranas animales y bacterianas®.

2.4.1 Mecanismo membranolitico de los PAMs
La internalizacion de los péptidos se da principalmente por las cargas presentes en la
membrana bacteriana, esto debido a la presencia de fosfolipidos como el
fosfatidilglicerol, la cardiolipina y por el acido teicoico en bacterias Gram-positivas y
los LPS en las Gram-negativas, que le proporcionan una carga negativa neta lo cual
las convierten en un blanco de eleccion para los PAMs. Por otro lado, péptidos
catidnicos permiten la interaccién con la fraccion hidrofilica de los fosfolipidos,

mientras que la porcion hidrofdbica interactia con el nticleo hidrofdbico de la bicapa
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lipidica permitiendo el acceso del péptido a través de la membrana; la formacion de
poros que se da a partir de estas interacciones se clasifican en tres grupos
principalmente®. El primero, el modelo de barril duela los PAMs se dirigen
inicialmente a la membrana, pero estos se insertan perpendicularmente en la bicapa
lipidica lo que promueve interacciones péptido-péptido donde aqui la estructura
anfipatica (hoja a y/o 3) es esencial en el mecanismo de formacién de poros, puesto
que las regiones hidrofdbicas interactian con los lipidos de la membrana y los
residuos hidrofilicos forman la luz de los canales (Figura 5 (a)). Se ha demostrado que
solo unos pocos PAMs, como la alameticina (Ace-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-
Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Phl), pardaxina (GFFALIPKIISSP
GGKTLLSAVGSALSSSGGQE) y la protegrina (RGGRLCYCRRRFC VCVGR), forman
poros de barril duela®. En cuanto al segundo modelo, poro toroidal, los péptidos
también se insertan perpendicularmente en la bicapa lipidica, pero ya no se presentan
interacciones del tipo péptido-péptido, en cambio, estos inducen una curvatura de la
bicapa lipidica por los poros formados a causa de la relacion que hay entre los lipidos
de la membrana y los péptidos (Figura 5 (b)). Como los poros son temporales tras la
desintegracion, algunos péptidos se trasladan al citoplasma y se dirigen a los
componentes intracelulares; algunos ejemplos son la magainina 2, lacticina Q
(MAGFLKVVQLLAKYGSKAVKWAWANKGKILDWLNAGQAIDWYVVSKIKQILGI

K), aureina 2.2 (GLFDIVKKVVGALGSL-CO-NH:) y melitina. Finalmente, ambos
modelos de formacion de poros (poro toroidal y barril) conducen a la despolarizacion

de la membrana y a la muerte celular.

Los PAMs también pueden actuar sin formar poros en la membrana, a este tercer
modelo se le conoce como modelo de alfombra. En este caso, los péptidos se acomodan
en paralelo a la bicapa lipidica y alcanzan una concentracion ideal para cubrir la
superficie de la membrana, formando asi una “alfombra”(Figura 5 (c)), esto produce
interacciones desfavorables en la superficie de la membrana y en consecuencia se

perdera la integridad por medio de la produccion de micelas; aqui la diferencia es que
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este modelo no requiere interacciones péptido-péptido y tampoco necesita que el
péptido se inserte para formar canales transmembrana. Se han reportado que la
cecropina A, la indolicidina (ILPWKWPWWPWRR-Am), la aureina 1.2
(GLFDIKKIAESF-NH2) y la LL-37 (NH2-LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLR

NLVPRTES-COOH) presentan este tipo de modelo como mecanismo de accion®.

(a) Modelo barril duela (b) Modelo poro toroidal

(c) Modelo de alfombra

Figura 5. Mecanismos de accion propuestos para los PAMs en bacterias®.

2.4.2 Mecanismo no membranolitico de los PAMs
Se ha demostrado que los péptidos cationicos de defensa del huésped modulan la
inmunidad y la funcién de las células inmunitarias en condiciones fisiologicas y que
estas actividades son la funcién principal de estos péptidos in vivo; asi que ademas de
matar directamente las bacterias, los PAMs, también pueden reclutar y activar células
inmunitarias, resultando en una mayor destruccion microbiana y/o control de la
inflamacion, esto debido a que los péptidos son producidos por muchas células
inmunitarias, como los neutrofilos y los macrofagos, células encargadas de encontrar
invasores. Algunos PAMs pueden producir diferentes respuestas inmunitarias como:

i) la reduccion de los niveles de citoquinas proinflamatorias; ii) modulacion de la
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expresion de quimiocinas, especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de
nitrogeno; iii) estimulacion de la angiogénesis; iv) mejora de la cicatrizacion de
heridas; (v) activaciéon de leucocitos; y vi) diferenciacion de macrofagos y
leucocitos™%8. En el 2013 para los péptidos reguladores de defensa innatos IDR: IDR-
1002 (VQRWLIVWRIRK-NH2), IDR-HH: (VQLRIRVAVIRA-NH2) e IDR-1018
(VRLIVAVRIWRR-NH2) lograron demostrar la capacidad de proteccion frente a
infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis en modelos animales, esto se
observd por medio de ensayos de microscopia electronica con la cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis tratada a altas concentraciones de péptidos IDR, y mediante
ensayos de fluorescencia y citometria de flujo en cultivos celulares, cuyos resultado
llevaron a que los autores concluyeran que la administracion intrapulmonar repetida
de péptidos IDR-HH: y IDR-1018 conduce a una supresion del crecimiento del bacilo
y a la reduccién del drea neumonica en el modelo experimental de tuberculosis
pulmonar en ratones®. Tewary et. al., presentaron el papel de dos alarminas potentes,
la beta defensina humana 2 (HBD2, GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGT
CGLPGTKCCKKP) vy la beta defensina humana 3 (HBD3, GIINTLQ
KYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK) en la mejora de la
produccion de IFN-a por células dendriticas plasmocitoides humanas y en la
promocidn de la inflamacion; aqui fueron utiles ensayos de luciferasa para evaluar la
transfeccion de las células con su plasmido, microscopia confocal para determinar el
contorno celular y calorimetria de titulacién isotérmica en el estudio de las
interacciones ADN-proteina. Los resultados brindaron apoyo a la hipotesis de que las
alarminas interactiian con diferentes receptores de células huésped para promover el

reclutamiento y la activacion de células inflamatorias®.

3. Disefio metodologico

Para el desarrollo de la monografia se tuvieron en cuenta algunas pautas; en primer

lugar, se designo el tema que abarcaria el documento, posteriormente se propusieron
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algunos criterios como un filtro de busqueda documental, delimitando la informacion

a la cual se queria acceder. Al seleccionar las fuentes a consultar, se cre6 una base de

datos donde se recopilaron los articulos, tabuldndose de acuerdo al afo de

publicacién, autores, tema general, microorganismos de estudio y metodologia

utilizada y finalmente se da inicio a la lectura e interpretacion de la informacion

encontrada para la elaboracion del marco tedrico del documento.

Lectura e
interpretacion de
la informacion

Seleccion de

fuentes a investigar

Tabulacioén y agrupacion de
fuentes investigadas

Desarrollo de
la monografia

Figura 6. Disefio metodologico.

3.1 Tipo de investigacion

Seleccion del tema

Metodologias empleadas para la
determinacion del mecanismo de
accion de moléculas peptidicas

Seleccion de criterios
de busqueda

Tipo de metodologia. blanco de
accion, péptidos dirigidos a
bacterias

Esta investigacion es de cardcter documental, descriptivo y explicativo, en la cual se

recopilaron y analizaron los datos obtenidos en otras investigaciones con el fin de

generar un compilado de estudios que permitan al lector o investigador ahondar en la

busqueda de metodologias asociadas al mecanismo de accion de péptidos

antibacterianos.
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3.2 Universo, poblacion y muestra

3.2.1 Universo

Informacién disponible en bases de datos en inglés y espanol: articulos de
investigacion, articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionadas con

las metodologias asociadas al mecanismo de accion de moléculas peptidicas.

3.2.2 Poblacion

Informacion disponible en bases de datos en inglés y espafnol: articulos de
investigacion, articulos de revisidn, informes, libros y paginas web relacionadas con
las metodologias asociadas al mecanismo de accién de péptidos dirigidos a bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas.

3.2.3 Muestra

Informacién disponible en bases de datos en inglés y espafol: articulos de
investigacion, articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionadas con
las metodologias asociadas al mecanismo de accién de péptidos dirigidos a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, en especial aquellas especies de importancia en

salud publica (ESKAPE).

3.3 Criterios de inclusion
Tipo de actividad: antibacteriana
Tipo de metodologia: microscopia, tinciones, analitica

Tipo de blanco de accion: intracelular, membranolitico

3.4 Criterios de exclusion
Moléculas peptidicas con otras actividades que no sean antibacterianas

Mecanismos de accidon diferentes a la membrana o blancos intracelulares
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3.5 Pregunta de investigacion

(Cuales son las metodologias que permiten la identificacion del mecanismo de accion

de los péptidos antibacterianos sobre los diferentes blancos?

4. Metodologia

4.1 Revision bibliografica

Para la elaboracidn de este trabajo se recolectd informacion a través de diferentes bases
de datos (PUBMED, Nature, Oxford AcadeCMIs Journal, Mendeley, Sciencedirect,
SpringerLink, entre otras), seguido a ello se cred una recopilacion de articulos, tesis y
demas referencias bibliograficas a fines a la investigacion, los cuales se leeran,

interpretardn y analizardn para posteriormente escribir la revision.

5. Resultados y discusion

5.1 Revision bibliografica

De las fuentes consultadas el 89% estan escritas en inglés frente al 11% que se

consultaron en espafiol como se observa en la Figura 7.

IDIOMA DE REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

W Articulos en espafiol M Articulos en inglés

Figura 7. Idioma de referencias consultadas.
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En los tipos de referencias consultadas los articulos de investigacion corresponden a
un 75%, un 9% de las referencias corresponden a paginas web, el 13% fueron articulos
de revision y un pequeno porcentaje del 3% fueron documentos de semilleros de

investigacidn o revistas institucionales.

TIPO DE REFERENCIA

M Articulos de investigacion M Articulos de revision

W Paginas web M Semilleros de investigacion

Figura 8. Tipos de referencias Bibliograficas.

Los afios de publicacion de las referencias bibliograficas consultadas estan en un rango
de tiempo desde 1922 a 2021, donde la mayoria de las referencias utilizadas para el
desarrollo de esta revision fueron publicadas en los afios del 2013 al 2021 y un bajo

porcentaje de referencias no cuentan con fecha de publicacion.
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ANOS DE PUBLICACION

B Referencias en afios 1922-1998 M Referencias en afios 2000-2021

B Referencias sin afio de publicacion

Figura 9. Anos de publicacion de las referencias utilizadas.

5.2 Metodologias usadas en la determinacion de mecanismos de

accion

5.2.1 Metodologias asociadas a membrana
La carga cationica de los péptidos hace que se acumulen facilmente en superficies
cargadas negativamente de bacterias Gram-negativas (membrana externa) o Gram-
positivas (pared celular), teniendo en cuenta que estas presentan superficies externas
muy diferentes (Figura 10). A diferencia de las bacterias Gram-positivas, en bacterias
Gram-negativas por un mecanismo de intercambio de carga, los PAMs pueden
atravesar la membrana externa donde los péptidos compiten con cationes como el Ca?
y el Mg? unidos a los lipopolisacaridos, para luego tener acceso a la pared celular, asi
como a blancos intracelulares®’. Independiente de la conformacién estructural
bacteriana, varios estudios se han enfocado en determinar el mecanismo que utilizan
diferentes compuestos después de la interaccion inicial con las membranas, y el tipo

de poro formado en ella.
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(a) Espacio extracelular (b) Espacio extracelular

Polisacaridos Proteina (porina) —

especificos de la
pared celular Q

Acido lipoteicoico
— de membrana

j Acido teicoico de la J

pared celular

Lipopolisacaridos |

Pared celular

Pared celular
Membrana
externa

| Peptidoglucano

| Periplasma

—

Membrana
celular
Membrana
celular

Proteinas Fosfolipidos

Citosol Citosol

Figura 10. Estructura de la composicion externa de (a) bacterias Gram-positivas y (b)
bacterias Gram-negativas. Tomada de: https://biotechmind.wordpress.com/tag/gram-
positivo/

5.2.1.1 Dindmica molecular (DM)
La Dindmica Molecular, es una técnica de simulacion por computadora la cual permite
predecir la interaccién de atomos y moléculas, siendo capaz de reproducir de manera
aproximada el movimiento de las particulas. En la DM las particulas interactiian unas
con otras mediante fuerzas haciendo que cambien sus posiciones convirtiéndose en
un proceso ciclico de interaccion y movimiento. Esta técnica, por lo general es usada
en el campo de la biofisica y la ciencia de materiales, donde su campo de accion aplica
a sistemas biologicos como proteinas. Para ello puede utilizarse cualquier lenguaje de
programacion, actualmente existen varios programas capaces de llevar a cabo las
simulaciones y en general pueden utilizarse con diversos programas, algunos de ellos

son; LAMMPS, OpenMM, CHARMM, NAMD y GROMACS®. Miahjlovic et. al., con
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el fin de investigar la formacion de un tipo de poro en particular creado por péptidos
derivados de melitina y alameticina utilizaron simulaciones de DM donde
encontraron que la melitina forma poros toroidales mientras que la alameticina forma
poros en forma de barril en membranas modelo®; asi mismo, Lipkin et. al.,
corroboraron bajo simulaciones previas que la protegrina-1 puede formar barriles 3
estables y arcos tetrdmericos (medios barriles) en membranas sintéticas, esta
investigacion se amplio a otros péptidos con estructura similar como, taquiplesina
(KWCFRVCYRGICYRRCR), androctonina (RSVCRQIKICRRRGGCYYKCTNRPY),
gomesina (ACRRLCYKQRCVTYCRGR) y 0-defensina (GFCRCLCRRGVCRCICTR)%.
Igualmente, Lorenzo et. al., se enfocaron en estudiar el efecto de la dimerizacion en el
mecanismo de accién de la aureina 1.2 (AU 1.2) y un dimero AU ligado a lisina (AU)2K
y su interaccidn con superficies andlogas de membrana, utilizando simulaciones de
DM donde la AU mostro estructuras desordenadas en solucion acuosa mientras que
(AU)2K exhibié una estructura de a hélice. En cuanto al mecanismo de accion, los
experimentos de liberaciéon de carboxifluoresceina con LUV mostraron que ambos
péptidos pueden permeabilizar las vesiculas, aunque la fuga depende del aumento en
la concentracion de los péptidos. Los experimentos de microscopia mostraron que
ambos péptidos inducen la formacion de los poros y el dimero finalmente provoca la

ruptura de las vesiculas®.

5.2.1.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
Es una técnica empleada principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares,
aunque también se ha implementado en estudios cuantitativos, cinéticos y
termodindmicos. La aplicacion fundamental de la espectroscopia de RMN es la
determinacién estructural, ya sea de moléculas organicas o bioldgicas y para ello es
necesario la realizacion de diferentes tipos de experimentos de los cuales se obtiene
una determinada informacion, esta técnica se ha empleado en quimica orgdnica,
quimica inorganica y bioquimica, asi como también ha terminado por extenderse a

otros campos, como la medicina, en donde se obtienen imdgenes por resonancia

39



magnética®. Para la elucidacion estructural, los experimentos mas utilizados son: i)
espectro monodimensional de 'H el cual da informacion del nimero y tipo de
hidrégenos diferentes que hay en la molécula, ii) espectro monodimensional de 13C
que da informacién de los carbonos de la molécula, iii) espectros bidimensionales

homonucleares que indican qué hidrogenos estan unidos a qué carbonos®.

A partir de ensayos de RMN y simulaciones moleculares, se ha logrado demostrar la
capacidad de la protegrina para formar barriles 3 en los poros de la membrana, asi
como se observa que la 0-defensina y la androctonina carecen de suficientes residuos
hidrofdbicos para una union eficiente a la membrana, mientras que la taquiplesina se
orienta paralelamente a la superficie de la membrana y para la gomesina se sugirioé un
mecanismo de alfombra a altas concentraciones®. En otros estudios relacionados con
la evaluacién de los péptidos en el mecanismo de accién y formacion de poros
membranoliticos, evaluaron la uniéon de mondmeros y dimeros de protegrina a las
membranas utilizando modelos implicitos de membrana (MIM) y ensayos de RMN
de estado solido cuyos resultados orientan a que la forma mas probable de estos
oligémeros es de f-barriles, en donde el grupo hidrofébico de protegrina esta
orientado hacia el lipido y los enlaces S-S (puentes disulfuro) recubren la luz del
poro®. Raheem et. al., medainte RMN evaluaron el péptido secretado por el anfibio
Litoria aurea, aureina 2.2 y sus analogos, los péptidos 73 (RLWDIVRRWVGWL-
CONHz2) y 77 (RLWDIVRRVWGWL-CONH:); donde encontraron que los péptidos no
adoptan una estructura helicoidal « continua, es decir, los andlogos no eran
helicoidales desde el residuo 1-13 como el péptido original®®. En 2018 esta misma
técnica se utiliza con el propdsito de obtener mas informacion sobre la destruccion a
nivel atomico de células bacterianas tales como E. coli DH5a, P. aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) y S. aureus (ATCC 25923); para ello se
realizaron experimentos de RMN en presencia de dos péptidos basados en leucina-
lisina P4 (NH2-LKWLKKL-CONH?2) y P5 (NH2-LRWLRRL-CONH?) tras la interaccion

con las células microbianas y la liberacion de metabolitos dependiente del tiempo de
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células lesionadas y muertas®, también se utilizaron mediciones de RMN en estado
solido con el fin de evaluar el efecto de los péptidos SS (S5-31) en la estructura de
bicapa laminar, concluyendo que incluso a la concentracion mas alta utilizada el
péptido SS-31 este no causo alteraciones estructurales importantes sobre las
membranas modelo®; finalmente Laadhari et. al., se centraron en la interaccidén de
caerina 1.1 (GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVIAEHL-NH>) y aureina 1.2 con bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas mediante RMN en estado sdlido de ?H informando
que aureina 1.2, que acttia a través de un mecanismo de alfombra, demostrd ser mas
perjudicial para la membrana en E. coli BL21 que caerina 1.1 que se sabe que forma
poros transmembrana; con esto sugieren que el mecanismo de accion de los PAMs
mencionados depende del entorno de la membrana y de la concentracion de péptido

en la superficie de la membrana lipidica”.

5.2.1.3 Microscopia de fuerza atdmica (AFM)
El Microscopio de Fuerza Atdmica es un instrumento mecano-optico capaz de detectar
tuerzas del orden de los nanonewtons. Al rastrear la muestra se recorre la superficie
de muestras sdlidas, semisolidas y relativamente planas mediante una sonda o punta
de forma piramidal o conica, de la cual se obtiene informacién morfoldgica en 3D a
partir de imagenes topograficas de las mismas, asi como pardmetros superficiales tales
como rugosidad, tamafo, distribuciéon (homogeneidad) de particulas, entre otras;
también se ha empleado en la determinacion de otras propiedades de los materiales,
tales como fuerzas de atraccion, repulsidn, viscosidad, elasticidad y dureza y
generalmente el Modo de repiqueteo (del inglés "tapping mode") es uno de los
modelos de uso mdas comunes en muestras bioldgicas, principalmente en medio
liquido para obtener imagenes de muestras que solo son estables en soluciones
acuosas’!. En esta técnica, la pantalla de visualizacién permite distinguir detalles en la
superficie de la muestra con una amplificacion de varios millones de veces; este tipo

de microscopia puede realizar dos tipos de medidas: i) imagen y ii) fuerza.
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En cuanto al mecanismo de alfombra Majewska et. al., pudo determinar la interaccion
del péptido de catelicidina humana LL-37 a través un modelo de membrana lipidica
multicomponente (BLM), que imita la membrana celular bacteriana, también se hizo
uso de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), imagenes AFM de alta
resolucion que muestran los efectos de la desintegracion de la membrana y
espectroscopia de reflexion-absorcion infrarroja con modulacion de polarizacion (PM-
IRRAS) que muestra que la introduccién de LL-37 provoca cambios en las cadenas de
acilo de fosfolipidos; reuniendo los resultados de las técnicas anteriores lograron
argumentar que LL-37 provoca cambios en la conformacion en las moléculas de
fosfolipidos, lo que conduce a la desintegracion de la membrana, afectando el
equilibrio eléctrico y la resistencia de esta, sugiriendo un mecanismo de alfombra para
LL-3772. Para el 2019, se reporté una familia de péptidos de administracion pH-
dependiente (pHD) que causan poracion en membranas bacterianas a bajas
concentraciones; para entender su mecanismo de accion, evaluaron las relaciones
estructura-funcion a través de mediciones del efecto del pH y concentracion de
péptidos en la unién a imitaciones de membrana, la estructura del péptido y la
formacién de poros de tamafio macromolecular en las membranas utilizando AFM la
cual proporciono una visualizacion directa de la estructura topografica en las bicapas
lipidicas”(Figura 11); en el 2020 Mescola et. al., realizaron la evaluacion del
mecanismo de accion de la daptomicina, un lipopéptido ciclico con gran afinidad por
los fosfolipidos cargados negativamente unidos al grupo principal de PG y que ha
sido utilizado en la clinica desde el afio 2003 para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias Gram-positivas pero del cual ain no se conoce claramente su
mecanismo de accidn; basados en la AFM demostraron que la daptomicina afecta el
comportamiento termodindmico de los lipidos que contienen fracciones de PG
permitiendo una penetracion mas profunda en la bicapa lipidica en las regiones donde

esta presente este grupo de cabeza™.
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Figura 11. Imagen AFM a pH 4 que muestra fragmentos similares a poros en una
bicapa de POPC incubada con pHD108 (Copyright. Journal of the American Chemical
Society)”.

Es casi seguro que muchos PAMs se unen con gran afinidad a componentes presentes
en la pared celular en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, por lo tanto, se ha
postulado que la union y la atraccion de los péptidos a estos componentes pueden
iniciar la destruccion bacteriana mediando la entrada del PAM en la bacteria. En
bacterias Gram-positivas, se cree que la interaccion con acidos lipoteicoicos (LTA)
facilita la penetracion de los péptidos a través de la capa gruesa de peptidoglicano
(PGN), quizas porque este actia como una escalera, lo que permite que los PAMs

alcancen y acttien sobre la membrana citoplasmatica”.

5.2.1.4 Microscopia confocal laser de barrido (CLSM)

La CLSM es una técnica que combina el microscopio de fluorescencia con la imagen
electrénica, permitiendo obtener imdgenes de mayor calidad mediante técnicas de
filtrado que eliminan la luz proveniente fuera de foco sobre la muestra deseada
permitiendo controlar la profundidad de campo siendo visibles las regiones que
quedan enfocadas y el resto de la muestra aparecera en negro. Esta herramienta es
valiosa para obtener imagenes de alta resolucion en la reconstruccion 3D de
estructuras bioldgicas marcadas con fluorocromos y para el estudio de especimenes
donde es de interés explorar su superficie; aqui la fluorescencia puede ser usada para

excitar un colorante fluorescente determinado, para ubicar moléculas quimicas
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especificas asociadas a la muestra o incluso moléculas diferentes que pueden ser
identificadas simultdneamente en la misma muestra por deteccion de fluorescencias
distintas. Una de las ventajas de CLSM es que se trata de un método no invasivo y la
muestra va a conservar sus caracteristicas originales’. En el 2012 con el fin de dilucidar
el mecanismo de accion del péptido de la buforina Jang et. al., evaluaron la
especificidad de la buforia IIb (RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR) sobre cepas
bacterianas de Bacillus subtilis ATCC 62037, S. aureus ATCC 15752 y Streptococcus
mutans ATCC 25175, el cual gracias a ensayos de captacion de 1-N-fenilnaptilamina
(NPN) lograron determinar la actividad de permeabilizacién de la membrana externa
de los péptidos y mediante CLSM evaluaron su localizacion en las diferentes cepas de
estudio” (Figura 12). Di Xi et. al., evaluaron la actividad del péptido trihibrido-LHP7
en la membrana celular de S. aureus ATCC25923, evaluaciones llevadas a cabo con
marcadores como FITC/plectasina y PI a través de imdgenes de CLSM que
confirmaron que LHP7 indujo una acciéon destructora permeabilizadora de la
membrana, asi como ensayos de fluorescencia no indicaron una despolarizacion total

del potencial de membrana después del tratamiento con este péptido”.

Figura 12. Imagenes microscdpicas de fluorescencia confocal en células de E. coli. La
microscopia muestra la localizacion de buforina IIb (A), Buf Illa (B), Buf IIIb (C), Buf
IIlc (D) y Buf IlId (E), ademas como comparacion se incluye una imagen de E. coli
tratada con magainin II (F) (Copyright. Elsevier)”.
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5.2.1.5 Microscopia electronica de transmision (MET)
La MET es una técnica basada en un microscopio que hace uso de un haz de electrones
para visualizar un objeto, pudiendo disminuirlo hasta un millon de veces a diferencia
de un microscopio Optico el cual su potencia amplificadora estd limitada por la
longitud de onda de la luz visible. Los microscopios electronicos de transmision
pueden utilizarse en el estudio de minerales y de células a nivel molecular, asi como
también se utiliza en la microbiologia para observar la estructura de virus; otra de sus
utilidades es en la anatomia patoldgica, para poder dar un diagndstico partiendo de
la ultraestructura celular”. Se han realizado una serie de adaptaciones del MET para
la observacién de muestras bioldgicas trayendo consigo el desarrollo de equipos
especiales para el procesamiento de estas y asi poder obtener cortes de tejido ultrafinos
que sean capaces de soportar el haz de electrones, asi como métodos histologicos con
tijadores quimicos y agentes contrastantes especiales para la preparacion de las

muestras.

Como modificaciones de esta técnica esta la microscopia crioelectrénica en la que la
muestra se estudia a temperaturas criogénicas, evitando asi la generacion de
artefactos; es una técnica que permite observar directamente sin tinciones ni fijaciones.
En el 2017 Raschig et. al., reportaron que la f3-defensina 1 humana - hBD1
(DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK) es un péptido
antimicrobiano enddgeno que ha mostrado diferentes actividades antibacterianas
entre sus formas oxidada (hBD1lox) y reducida (hBDlred), por ello estudiaron los
mecanismos de accion contra cepas Gram-negativas de E. coli DSM 10729 y Gram-
positivas como S. aureus ATCC 25923 vy Staphylococcus epidermidis DSM 20044
utilizando MET, evidenciaron una estructura semejante a una red de naturaleza
desconocida que rodea a las bacterias tratadas con la forma reducida pero no oxidada

de hBD1* (Figura 13).
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E. coliMC1000 E. coliMC1000
+ 200 pg/ml hBD1ox +200 pg/ml hBD1red

N B ‘ 3C

Figura 13. Imagenes de MET de E. coli MC1000 donde las células muestran fuertes
defectos de membrana y se detectd una estructura gris desconocida alrededor de la
bacteria (Copyright. Pathogens).

También la combinacion de la microscopia con inmunomarcaje (Inmuno-MET) con
particulas de oro es otra de las variaciones de este ensayo, que proporciona una vision
clara de la localizacion en tiempo real y el mecanismo de accidon de los péptidos a
evaluar, asocidandose un aumento de las particulas a la union y agregacion de estas
moléculas peptidicas a la membrana bacteriana y a una posible interaccion con
blancos intracelulares'*. Asi lo podemos ver en los ensayos realizados para la
caracterizaron y visualizacidn de las acciones antibacterianas de CATH-2"! (Figura 14),
posteriormente usaron técnicas como MET de tincion negativa e inmunoMET con el
fin de detectar cambios en la superficie bacteriana de E. coli ATCC 25922, ATCC4157,
K12, LMC500, MC4100 y 506 (O78K80), después del tratamiento con el péptido y asi

lograr determinar su localizacién respectivamente?.
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Figura 14. Imagenes MET con inmunomarcaje con oro representativas de células de
S. aureus y la localizacion de CATH-2 a 40uM (A) y 80uM (B) (Copyright. American
Society for Microbiology)!!.

5.2.1.6 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica hace uso de un tipo de microscopio electrénico capaz de producir
imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra la cual se obtiene
mediante la visualizacion de las sefiales resultantes de las interacciones entre un haz
de electrones de alta energia con la muestra. A diferencia de una imagen Optica, el
microscopio electrénico de barrido no forma una imagen real del objeto, sino que
construye una imagen virtual. La MEB posee una gran profundidad de campo, que
permite enfocar gran parte de la muestra de forma que las caracteristicas mas minimas
de esta pueden ser examinadas con gran amplificacion®!. La microscopia electrénica
de barrido de emisidon de campo (por sus siglas en inglés FE-SEM) es una de las
mejoras que ofrece esta tecnologia; al igual que MEB utiliza un haz de electrones sobre
la superficie de la muestra, la diferencia esta en que FE-SEM brinda informacion con
mayor resolucion y con un rango de energia mucho mayor, brindando imagenes con
un aumento entre 10x y 1.000.000x con mayor profundidad de campo que da una
apariencia tridimensional, del mismo modo permite minimizar cargas sobre la

muestra a observar causando menos dafios. Con las anteriores caracteristicas, permite
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la observacion topografica, composicional, textural y cristalografica de distintos tipos

de especimenes®®,

Para el 2015 se reportd un estudio acerca del mecanismo de accion de la taquiplesina
I (NH2-KWCFRVCYRGICYRRCR-CONH?:) en membranas bacterianas de E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 25923; para esta evaluacion la integridad de la membrana
celular y la lesiéon y muerte celular se investigaron mediante andlisis de citometria de
flujo de las células después de una tincion con diacetato de carboxifluoresceina o PI,
los resultados indicaron que la taquiplesina I mata las bacterias al actuar sobre la
membrana celular siendo esta el objetivo principal. Los cambios morfoldgicos
inducidos por la taquiplesina en S. aureus también se observaron mediante MEB y
MET donde la membrana celular se dafnd, pero no se observo rotura de la misma, a
diferencia de su accion sobre la membrana de bacterias Gram-negativas como (E.coli)
que se observaron fibras que se extendian desde la superficie celular, deformacion
celular y ruptura de la membrana y la pared celular®. Retomando los estudios
realizados por Di Xi et. al., en el proceso de evaluar la actividad del péptido trihibrido-
LHP7 en la membrana celular de S. aureus ATCC 25923, también usaron técnicas de
microscopia como MET y MEB en las células tratadas con dicho péptido en el cual
observaron contraccion celular, engrosamiento de la pared celular, fuga de contenido
celular y alteracion celular”® (Figura 15). Yibing etf. al., usaron el péptido
antimicrobiano A12L/A20L (Ac-KWKSFLKT FKSLKKTVLHTLLKAISS-CONH:) de
26 residuos como base para disefiar una serie de péptidos diastereoisomeros Dy Ly
asi estudiar el mecanismo de accion antibacteriano contra cepas Gramnegativas de P.
aeruginosa ATCC 27853y E. coli ATCC 25922 al igual que en cepas Grampositivas como
S. aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633; esto mediante MEB con un aumento
de 30K, siendo posible determinar los cambios morfoldgicos de la superficie celular
antes y después de interactuar con los péptidos diastereoisomeros, en donde
evidenciaron una menor interaccion con la membrana eucariota zwitteridnica y un

efecto significativo de dafno a la membrana en las células bacterianas®.
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Figura 15. Imagenes de células de S. aureus ATCC25923 tratadas con LHP?. Las flechas
rojas indican el encogimiento de las células (b), la fuga del contenido de las células (c)
y la ruptura de las células (d), respectivamente (Copyright. Biometals)?.

5.2.1.7 Microscopia de fluorescencia
La fluorescencia, es conocida como un fenémeno de luminiscencia de vida corta y es
la propiedad que tienen algunas moléculas como los fluorocromos y fluoroforos. Esta
técnica es una forma especial de microscopia Optica, en el cual los objetos marcados
con fluorocromos mediante tincidn de anticuerpos o marcado con proteinas
fluorescentes son iluminados por rayos de una determinada longitud de onda y la
imagen observada es el resultado de la radiaciéon electromagnética emitida por las
moléculas que han absorbido la excitacion primaria y que ahora devuelven una luz
con mayor longitud de onda®. La técnica de microscopia de fluorescencia se utiliza
para detectar sustancias con autofluorescencia o sustancias marcadas con
fluorocromos, ademds permite determinar la distribuciéon de una sola especie de
molécula, su cantidad y ubicacion en el interior de la célula, asi como estudios de

localizacion e interaccion y procesos intra y extracelulares®.
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Para el 2016 Memarian et. al., deciden estudiar el mecanismo de accion del péptido
hibrido antimicrobiano PV3 (KKWRKLLKKLKKLL) contra P. aeruginosa ATCC 27853
y multidrogorresistentes (MDR) donde ademas de utilizar ensayos de imagen como
microscopia de fluorescencia, FE-SEM, también hicieron énfasis en la eficacia de PV3
sobre las biopeliculas de pseudomonas por medio de ensayos de tincién e imagen y asi
demostraron que PV3 redujo la biomasa del biofilm pero también redujo de manera
significativa la viabilidad de las bacterias incrustadas en el biofilm de una manera
dependiente de la concentracion®; en relacién a esto también la actividad antibiofilm
del péptido TGH1 (TWEMVSGKKKNGVVLMIK) fue evaluada frente a Gram-
negativos como Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 y demostrando la efectividad de
este PAM para prevenir la formacion de biopeliculas en rangos de concentracion
inferiores a 1IxCMI, asi como el dano de membrana observado tras el tratamiento con
PV3 durante 30 minutos, pudiéndose observar que la estructura de la membrana
bacteriana comienza a perderse por la vacuolizacion celular y después de 2h de
tratamiento, la forma de las células se vuelve irregular, con una membrana celular
completamente colapsada junto con la salida del contenido citoplasmatico®. Asi
mismo, Singh et. al., hicieron uso de esta técnica para mostrar la actividad
antibacteriana de péptidos heterogéneos a/a-AA lipidados (derivado de &cidos
nucleicos peptidicos quirales (PNA) «) contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, donde la microscopia de fluorescencia en la cual se usé DAPI para tefiir
células bacterianas vivas y muertas y PI solo para tefiir las células muertas, mostrd
después de 2 horas de tratamiento fluorescencia roja en PIL con lo cual los autores
sugieren que el mecanismo de accion de estos péptidos heterogéneos es la ruptura de
la membrana bacteriana con mayor expresion en bacterias Gram-negativas®*(Figura
16); también, diversos estudios han demostrado que la microscopia de fluorescencia
es una técnica importante y muy utilizada cuando de evaluar la permeabilizacion de
la membrana se trata, desde péptidos aislados de veneno de Polybia paulista (polybia-
MPI) (IDWKKLLDAAKQIL-NH?2) y sus andlogos®, aquellos provenientes de la piel
de los anfibios como la rana Xenopus clivii (CPF-C1) (GFGSLLGKALRLGANVL-
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NH2)*! hasta péptidos quiméricos de penetracion celular como el transportan 10
(AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH:2), donde el ensayo de microscopia

generalmente va acompafado de tinciones celulares con PI y FITC principalmente®2.

DAPI PI

SARM

SARM con

tratamiento

E. coli

E.coli con
tratamiento

Figura 16. Microscopia de fluorescencia de células bacterianas tratadas con C16-K-
RBB2 durante 2h), (1a) Control de DAP], (1b) Control de PI, (2a) SARM, tenido con
DAPI y tratado con compuesto, (2b) SARM, tefiido con PI y tratado con compuesto,
(3a) Control de DAPI, (3b) Control de PI (4a) E. coli, tefiido con DAPI y tratado con
compuesto, (4b) E. coli, tenido con Pl y tratado con compuesto. (Copyright. Eur ] Med
Chem)®.

5.2.1.8 Citometria de flujo
Es una técnica de andlisis basada en la fluorescencia que permite identificar a
diferentes poblaciones celulares simultaneamente por medio de luz laser, permitiendo
hacer inferencias en cuanto a tamano y complejidad de las células y clasificAndolas

segln sus caracteristicas morfoldgicas y presencia de biomarcadores, aunque también
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permite el andlisis multiparamétrico simultdneo de otras caracteristicas fisicas y
quimicas, evaluando un promedio de dos mil particulas por segundo. En esta técnica
las células suspendidas en un fluido atraviesan un finisimo tubo sobre el que incide
un rayo de luz laser y esta luz que es transmitida y dispersa al pasar las células se
recoge por medio de unos dispositivos de deteccion®. El marcaje celular generalmente
consiste en anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos que cuando son
excitados emiten fluorescencia de distintas tonalidades a diferentes longitudes de
onda. La citometria de flujo tiene muchos alcances en la investigacion, accion en
campos como la microbiologia, hematologia, inmunologia, citologia, patologia, asi
como en el monitoreo del contenido de ADN, expresion fenotipica, flujo de calcio,

proliferacion y apoptosis®*.

Con ayuda de las anteriores técnicas de laboratorio ya mencionadas se han publicado
resultados de ensayos que han ayudado a elucidar algunos de los mecanismos de
accion como la actividad antiestafilococica (S. aureus ATCC 6538 y aislados clinicos)
de Mel4 (KNKRKRRRRRRGGRRRR) vy su péptido precursor melimina
(TLISWIKNKRKQRP RVSRRRRRRGGRRRR), Yasir et. al., evaluaron la interaccion de
los péptidos con LTA con la membrana citoplasmatica utilizando colorantes como
DiSC (3)-5, Sytox green, Syto-9 y PI. Para examinar la despolarizacion de la membrana,
midieron la liberacion del colorante sensible al potencial de membrana con yoduro de
3,3'-dipropiltiadicarbocianina (DiSC35), se utilizaron colorantes Sytox Green y PI para
determinar si los péptidos podrian dafiar las membranas citopldsmicas y finalmente
con el uso de citometria de flujo determinar la capacidad de los compuestos peptidicos
para permeabilizar la membrana citoplasmatica de S. aureus. Ambos péptidos
terminaron dando como resultado la lisis celular y la muerte después de 24 horas de
exposicion, asi como sugieren que los dos tienen una relacion con LTA pero Mel4
expresa su interaccion de manera mas débil®> (Figura 17). De la misma manera han

investigado el mecanismo de accion de péptidos derivados de melitina como la MDP1

(GIGAVLKVLTTGLPALIKRKRQQ) y MDP2 (GIGAVLKWLPALIK RKRQQ) contra
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cepas ATCC y aislados clinicos de S. aureus ATCC 6538 y cepas Gramnegativas (E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853); los resultados reportados para los ensayos
de citometria de flujo, liberacion de ADN vy calceina indicaron una actividad
antibacteriana dependiente del tiempo, los andlisis MEB demostraron efectos
dependientes de la dosis y el tiempo de los péptidos sobre las bacterias con la
formacion de vesiculas o poros asi como la lisis celular; con lo anterior los autores
lograron demostrar que MDP1 y MDP2 tienen la capacidad de alterar la integridad de
las membranas bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas provocando la muerte
a través de dafios en la membrana®. Ya para el 2017, Raschig et. al., con el fin de
observar la permeabilizacion de membrana usando liposomas generados a partir de
E. coli con la propdsito de imitar una membrana citoplasmatica humana, compuesta
de POPC: colesterol (3:2), los ensayos fueron controlados a través de sefales
fluorescentes en respuesta a diferentes concentraciones de los péptidos en donde
desmostaron después de un tiempo fuga del contenido intracelular en los liposomas
bacterianos pero no en los modelos de liposomas humanos; para evaluar mas a fondo
el posible ataque de hBDIlred contra la membrana citoplasmatica bacteriana
emplearon un ensayo de citometria de flujo, en donde detectaron la despolarizacion
de la membrana donde aproximadamente el 80% de las bacterias presentan
membranas despolarizadas por parte del péptido reducido®. Finalmente, estos
ensayos permitieron que los autores concluyeran que los péptidos antibacterianos en
mencion actian con frecuencia en la membrana celular bacteriana ocasionando la
formacion de poros, la ruptura del potencial de membrana y la muerte celular

bacteriana repentina®.
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Figura 17. Imagenes de permeabilizacion de la membrana celular de S. aureus con
colorantes Syto-9 (permeable a la membrana) y Yoduro de propidio (tincion
intercalante de ADN) (Copyright. PLoS One)®.

5.2.1.9 Tincion y liberacion de colorantes
Una tincion o coloracion es una técnica que hace parte de uno de los métodos de
tincion in vitro y que se considera un coadyuvante en microscopia para mejorar el
contraste en la imagen vista al microscopio. Los colorantes son sustancias que
usualmente se utilizan en biologia y medicina para resaltar estructuras en tejidos
biologicos que van a ser observados con la ayuda de diferentes tipos de microscopia;
estos pueden ser utilizados para aumentar la definicion y examinar grandes cortes. El
ensayo de permeabilizacion de tintes implica el tratamiento de las células con un

surfactante suave el cual tiene como finalidad disolver la membrana celular para
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permitir que las grandes moléculas de colorante puedan acceder a las estructuras del
interior de las células®. En varios estudios se utilizan colorantes sensibles al potencial
de membrana como DiSC35 y piranina para evaluar los impactos en el potencial
eléctrico transmembrana y el gradiente de pH, respectivamente, asi como también se
trabaja con ensayos de absorcion de tintes fluorescentes como naranja de acridina,
yoduro de propidio, SYTOX Green, NPN, o-nitrofenil-f3-D-galactopirandsidoentre

(ONPG), entre otros®?”.

En otros ensayos utilizados para esclarecer el mecanismo de accion de estas moléculas
peptidicas, estan aquellos que permiten observar la fuga del contenido citoplasmatico
y/o el proceso de muerte celular mediada por la liberacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), entre otros. Bin et. al., dilucidan el mecanismo de un péptido aislado
del ciempiés Scolopendra subspinipes mutilans al cual se denomind péptido similar a la
lactoferricina B (LBLP) (RMKKLGNHKVSCERNTKRCRKAI); los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) intracelular se midieron utilizando H2DCFDA, un
indicador de ROS permeable a las células, esta sonda no es fluorescente en su forma
natural; sin embargo, se somete a un proceso dentro de la célula que da como
resultado la formacion de un producto fluorescente (diclorofluoresceina), resultados
que indicaron una mayor intensidad de fluorescencia intracelular para E. coli BW25113
después de la despolarizacion de la membrana celular®®. Igualmente, ensayos como la
fuga de dextrano y la evaluacion de la fuga de moléculas pequenas en vesiculas fueron
empleadas en el trabajo de Kim et. al., en el proceso de relacion del mecanismo de

accion de péptidos llamados péptidos de administracion pH-dependiente (pHD).

Teniendo en cuenta que estructuralmente la composicion de la membrana en bacterias
Gram-negativas tiene algunos cambios que las diferencian, también se ha visto
necesario estudiar e identificar el mecanismo de los PAMs sobre estas estructuras; Sun
et. al.,, realizaron la modificacion del péptido de 11 residuos de LFcinB18-28
(KCRRWQWRMKK) mediante sustitucion de aminodcidos y se investigaron las

actividades antibacterianas en E. coli UB1005 y los mecanismos de accion de los
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péptidos modificados KW-WK (KWRRWQWRRWK), FP-PF (FPRRWQWRRRPF),
FW-WF (FWRRWQWRRRF) y KK-KK (KKRRWQWRRRKK). Con la finalidad de
evaluar la capacidad de permeabilizacion de la membrana externa bacteriana
emplearon ensayos de absorcion de NPN siendo a 1 uM el valor alcanzado para la
permeabilidad de la membrana externa superior al 50%; la capacidad de
permeabilizacion de la membrana celular interna bacteriana la evaluaron mediante el
ensayo ONPG. Al haber una rotura de la membrana celular, el tinte DiSC3-5 ingresa
a las células el cual su concentracion se analizé midiendo la intensidad de la
fluorescencia de modo que esta iba aumentando gradualmente en E. coli UB1005,
también usaron PI para marcar con fluorescencia los acidos nucleicos en las células
bacterianas al ser interrumpida la integridad de la membrana citoplasmatica®. NK-18
por otro lado, es un derivado de una proteina de mamifero (NK-lisina) cuyo potencial
en la clinica fue evaluado frente a E. coli CMCC 44102 y S. aureus CMCC 26003
mediante el ensayo de permeabilidad de la membrana externa usando la sonda
fluorescente NPN, demostrando que NK-18 puede inducir la incorporacién de dicha
sonda en la membrana celular bacteriana cuya fluorescencia iba en aumento
dependiendo de la dosis y tiempo de interaccion con el péptido; asi como también el
efecto de NK-18 sobre membrana interna se midio a través de la liberacion de (3-
galactosidasa citoplasmica, puesto que esta solo puede liberarse como consecuencia

de una alteracion y/o compromiso en la membrana interna bacteriana'.

5.2.2 Metodologias asociadas a pared celular
Experimentos recientes de células unidas a sondas fluorescentes han revelado que los
PAMs pueden no estar tinicamente distribuidos sobre la superficie bacteriana, sino
que también estdn asociados con la division y la remodelacion de la pared, por lo
tanto, pueden interferir en estos procesos y causar lisis celular. Dado que atn se
estudia la penetracién de los péptidos en la membrana celular y su entrada enla célula,
se han publicado ensayos que ofrecen la oportunidad de analizar los mecanismos

antibacterianos en otros blancos siendo los componentes de la pared celular que estan
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cargados negativamente como el dcido teicoico y el acido lipoteicoico importantes
para la accion de los PAMs¢. En estudios realizados se evidencia que GL13K
(GKIIKLKASLKLL-NH>), causa danos en la pared celular en la bacteria oral Gram-
positiva Streptococcus gordonii previniendo la formacion y crecimiento de biopeliculas;
en especial, las imagenes FE-SEM revelaron dos tipos de morfologias de pared rota: i)
ruptura de la pared celular bacteriana y ii) aquellas que muestran bacterias con
paredes celulares rotas que no conservaron sus protoplastos, dejando estructuras

vacias en forma de caparazon de la pared bacteriana!®.

El mecanismo de accion sobre la pared fue ilustrado mediante el usode de la
oritavancina, un lipoglucopéptido andlogo de la vancomicina, que presenta un
conjunto de mecanismos que van desde la inhibicion de la sintesis PGN, la
perturbacion de la integridad de la membrana hasta la actividad bactericida. Se ha
informado que este péptido se une a la fraccion alanina-alanina del lipido II y también
al puente de pentaglicina inhibiendo la sintesis de peptidoglicano mediante la
inhibiciéon de la transglicosilaciéon y la transpeptidacion, siendo el grupo
4'clorobifenilo de la oritavancina el que permite la interaccion con el lipido II y el
anclaje a la pared celular, provocando la perturbacion de esta. Utilizando tintes de
fluorescencia como 3,3'-dipropiltiacarbocianina, Zhanel et. al., determinaron la
despolarizacién de la membrana en S. aureus resistente a meticilina (SARM) después
de la exposicion a oritavancina, demostrando efectivamente la actividad e induciendo
a una fuga rapida de liposomas!'®. Otro ejemplo significativo por resaltar es la nisina
derivada de Lactococcus lactus, que logrd inhibir principalmente la sintesis de PGN.
Ademas, se ha establecido que el lipido II precursor de la PGN unido a la membrana
actla como una fracciéon de acoplamiento para atraer la nisina a la membrana y

promover la insercién del péptido, lo que conduce a la permeabilizacion'®.

Por lo tanto, como en los casos anteriores, la unién a PGN puede servir como accion
inicial para desencadenar la muerte bacteriana. Se han reportado estudios que

incluyen lectinas de la familia de lectinas de tipo C (Reglll); las cuales poseen una
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estructura globular con cuatro dominios funcionales dos de ellos encargados de la
internalizacion en el membrana!®. RegllI reconocen las bacterias uniéndose al PGN a
través del motivo Glu-Pro-Asn ubicado en la estructura, demostrandose mediante
estudios espectroscopicos de RMN. Se observa que el motivo es necesario para la
inhibicidn del crecimiento de bacterias, ya que una mutacion puntual del residuo Glu
(E) exhibe una afinidad reducida por PGN estafilocécica y una disminucion de 6 veces
en la actividad antimicrobiana contra especies Gram-positivas como Listeria
monocytogenes EGD-e. Sin embargo, aun no se tiene muy claro cudl es el mecanismo
por el cual las lectinas matan a las bacterias, pero los autores sugieren que la lectina
Regllla permeabiliza las membranas de Listeria monocytogenes EGD-e, como se
muestra por una mayor captacion del colorante fluorescente impermeable a la
membrana SYTOX green'®. Mularski et. al., presentan imagenes AFM después de la
interaccion del péptido caerin 1.1 frente a cepas de Klebsiella pneumoniae AJ218 los
cuales sefialan dafios localizados en la pared celular bacteriana, lo que asegura un
mecanismo de accion de formacion de poros, que continuaron creciendo
convirtiéndose en grandes agujeros que también se observaron mediante MEB. Con el
fin de observar el efecto de la actividad de caerin 1.1 en el citoplasma y las membranas
externas, las células tratadas las visualizaron mediante microscopia crioelectronica'®,
de las cuales 60 células que se visualizaron a una concentracion de 6 uM 5 células
mostraron dafio donde la membrana citoplasmica ya no es visible y el peptidoglicano
solo es parcialmente evidente, otras 20 células mostraron discontinuidades de
membrana o de peptidoglicano y las 35 células restantes no mostraron dafio visible; a
380uM aun siendo tratadas con este péptido 27 de 37 células visualizadas no tenian
una membrana citoplasmatica diferenciada y solo capas de peptidoglicano
parcialmente visibles, 19 de estas células mostraron grietas o agujeros en la membrana

y otras 9 células mostraron discontinuidades en la membrana!%(Figura 18).

58



200 nm

Figura 18. Imagenes crioelectronicas de células salvajes de K. pneumoniae tratadas con:
a) tampon HEPES; b) en 6uM caerin; c) 380uM caerin, las flechas indican la presencia
de agujeros o grietas en la membrana externa; y d) 6uM de melitina, la flecha de doble
punta sefala hinchazén del periplasma y discontinuidad de la membrana
citoplasmatica indicada por la flecha (Copyright. Elsevier)'®.

5.2.3 Metodologias asociadas a blancos intracelulares
Inicialmente se proponia que la permeabilizacion de la membrana era el unico
mecanismo de acciéon de los PAMs, pero se ha demostrado que algunos ejercen
mecanismos de accidn alternativos que actiian sobre diferentes blancos. Una vez que
los PAMs han cruzado las barreras externas, las cuales hacen parte la membrana
externa y la pared celular, respectivamente, puede resultar sencilla su interaccién con
la membrana plasmatica y los blancos intracelulares uniéndose y desarrollando su
accion inhibitoria sobre estos. Se ha reportado que ademas de actuar en la pared y
membrana celular, los PAMs pueden inhibir el plegamiento de proteinas, la actividad
enzimatica o actuar intracelularmente en las mitocondrias, en el ADN/ARN o enzimas
esenciales®. La capacidad que tienen las moléculas peptidicas para interactuar con
multiples blancos o multiples péptidos para interactuar con un solo objetivo puede
limitar el desarrollo de resistencia bacteriana, por ello es importante trabajar en
conjunto con mecanismos de accién de antibioticos convencionales que ayuden a
potencializar dicha actividad, o incluso puede ser relevante el trabajo conjunto con

otros péptidos para dilucidar aiin mas las acciones sinérgicas y antagonicas de estos
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compuestos ya que finalmente, la presencia de un objetivo intracelular puede actuar

en conjunto con la actividad de permeabilizacion de la membrana®.

5.2.3.1 Inhibicion de la replicacion

5.2.3.1.1 Ensayo de desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL)
Esta técnica se emplea comtinmente para detectar células que experimentan la
apoptosis. En este ensayo, una enzima llamada terminal deoxinucleotidil transferasa
cataliza la adicién de dUTP nucleotidos a los extremos 3' libre de ADN fragmentado
y mediante el uso de dUTPs que estdn marcados secundariamente con sustancias
fluorescentes se pueden identificar especificamente las células apoptdticas. Con esto
también se podrian marcar células que han sufrido dano severo en el ADN'®. Se ha
reportado que el péptido Clavanin A (VEQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH>), de 23
residuos aislado de los hemocitos del tunicado solitario Styela clava, es capaz no solo
de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-negativas, sino también de potenciar su
mecanismo de accion frente a blancos intracelulares como acidos nucleicos (ADN) en
presencia del ion Zn(II) contra cepas de E. coli TD172. Teniendo evidencia de que
ClavA-Zn(II) puede causar dafios al ADN, para ello han empleado el ensayo de
desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL), que marca fluorescentemente las
roturas de cadena para permitir la cuantificacién del dafio en el ADN causado por
ClavA-Zn(Il), el cual es constante y en un 75% mas alto que ClavA por si solo
obteniendo niveles similares de dano después de 4 horas'”. En otros ejemplos, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) se asocian con el dafio causado al ADN puesto
que es su blanco mas importante, se ha mencionado que ROS reacciona con diferentes
componentes del acido nucleico para danarlo al inducir lesiones en los azticares y
bases, provocando roturas de las cadenas del mismo que pueden ser letales a menos
que se reparen; Lee et. al., para determinar si LBLP
(RMKKLGNHKVSCERNTKRCRKAI) rompe las hebras de ADN a través de la

generacion de ROS, se emple¢ el ensayo TUNEL, donde las células tratadas con LBLP
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mostraron una mayor intensidad de fluorescencia (44,51 %) sugiriendo que dicho
péptido rompe las hebras de ADN mediante la generacion de ROS y provocando en

este caso la fragmentacion del ADN en E. coli*®.

5.2.3.1.2 Ensayo de retardo en gel
El retardo en gel es una técnica que permite saber si hay algun péptido que reconoce
una secuencia de ADN determinada, para ello se utiliza un fragmento de ADN corto
(entre 50 y 300 nt) marcado radiactivamente, se incuba con diferentes concentraciones
del PAM y se observa mediante una electroforesis si la molécula peptidica esta
presente, el complejo ADN-péptido migra mas lentamente, mientras que, si el ADN
no es reconocido, este migrard mas rdpidamente en el frente electroforético!®. Asi
mismo, estudios realizados por Raheem et. al., informan sobre el péptido de la aureina
2.2 y sus analogos los péptidos 73 y 77 los cuales son ricos en arginina y triptéfano
donde por medio de ensayos de retardo en gel mostraron que los péptidos no
funcionaban por perturbacion de la membrana y ademads que los péptidos 73 y 77
actuaban como PAMs de penetracion celular con blancos intracelulares, que al parecer
no era el ADN® (Figura 19). En 2014, retomando los estudios con LHP?, se utilizaron
ensayos de retardo en gel para evaluar la afinidad de unién del péptido por ADN
pregendémico (pADN) y ADN gendmico (gADN), resultados que indicaron la
formacion de un complejo LHP7-pADN y gADN frente a S. aureus ATCC 25923, asi
mismo la afinidad de uniéon a gDNA la evaluaron mediante el andlisis de espectros de
dicroismo circular (CD) interpretando los espectros formados de ADN al unirse con
LHP7; adicional a esto, también evaluaron el ciclo celular por citometria de flujo, con
la incubacién de células de S. aureus con LHP7 durante 30 min, donde la proporcion
de células en fase I parecié aumentar del 8,71 al 12,09 % pero la poblacion de células
en fase I aumento hasta el 15,68 % a medida que la incubacién en presencia del péptido
aumentd a 60 min, indicando que LHP7 indujo la detencion de células en la fase I7.
Aun se siguen reportando nuevas moléculas peptidicas como es el caso de

Lasioglossin III (LL-IIT) (VNWKKILGKIIKVVK-NH:), un péptido antimicrobiano
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catidnico derivado del veneno de la abeja eusocial Lasioglossum laticeps, que al observar
que este compuesto es capaz de permeabilizar la membrana sin alterarlas optaron por
buscar un objetivo intracelular; teniendo en cuenta esto y junto con el ensayo de
retardo en gel y experimentos de disminucién de la fluorescencia se combinaron
diferentes concentraciones del péptido con una cantidad de ADN plasmidico que
permitié que observaran un retraso significativo del ADN, lo que llev6 a los autores a
demostrar claramente una interaccion ADN/LL-III'*. El ensayo de retardo de gel ha
sido hasta el momento el mds acertado para evaluar la interaccion de los PAMs con el
ADN como blanco especifico, por ello en otros reportes se han encontrado resultados
similares de distintos péptidos frente a bacterias de cardcter Grampositivo y
Gramnegativo''*!!! siendo uno de los estudios mas relevantes aquellos dirigidos a la
molécula de buforina II puesto que fue uno de los primeros PAMs que se encontr con
dicho blanco de acciéon”. Como ejemplo de lo anterior para ver el ADN inmovilizado
y para investigar la uniéon del ADN gendémico de E. coli a BF2-A
(RAGLQFPVGRVHRLLRK) y BF2-C (RAGLQFPLGRLLRRLLRRLLR) se realizaron
tomas de imagenes AFM. A partir de esto se obtuvieron imagenes representativas de
ADN libre e imagenes de complejos péptidos-ADN, indicando que la mayoria de las
cadenas de ADN podrian ser absorbidas por las moléculas peptidicas de BF2-A o BF2-
cre,
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de a) péptido 73, b) péptido 77 y c) IDR
1018, incubado con ADN plasmido de 60ng (Copyright. Elsevier)®.

5.2.3.2 Inhibicidn de sintesis de proteinas
Continuando en la busqueda de nuevos sitios de accion de los PAMs, se ha encontrado
a través de ensayos que las proteinas intracelulares también son cruciales en la
actividad de estas moléculas y que los PAMs dirigidos a blancos intracelulares pueden
ser un gran potencial para el desarrollo de agentes antimicrobianos. En el 2016, fue
utilizada una enciclopedia de genes y genomas de Kioto, ademas del analisis COG,
también se usaron otras herramientas bioinformaticas (GO y KEGG) para analizar los
blancos proteicos de cada PAM: bactenecina 7 (Bac?)
(PFPLPRPIPRPGPRPFPLPRPRPRPLRPPRPRIRR), un hibrido de pleurocidina y
dermaseptina ~ (P-Der) 'y péptido rico en prolina-arginina  (PR-39)
(PFRPPFRPPFGPPIRPPLRPPFFPPPRPRPLYPPRPRRR)  ademas  de  incluir
lactoferricina B (LfcinB) (FARRVCTISPAGLKKMRWQWRRCKEF) contra E. coli. Los
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autores sugieren que Bac7 se une a la proteina de choque térmico DnaK, asi como
interviene sobre el metabolismo de las purinas y la histidina quinasa, LfcinB ataca
actividades relacionadas con la transcripcion y varios procesos biosintéticos de
carbohidratos celulares, P-Der afecta varios procesos catabolicos de moléculas
pequenas y PR-39 reconoce las proteinas involucradas asociadas con ARN (union de
ARN, complejo de ribonucleoproteinas y biogénesis de ribosomas, proceso metabodlico
de ARN, modificacion de ARN y procesamiento de ncRNA). Adicionalmente,
encontraron que todos los péptidos evaluados se dirigen a la arginina descarboxilasa,
que es una enzima crucial para la supervivencia de E. coli K12 en ambientes
extremadamente acidos!'®. Sola et. al., identificaron nuevos PAMs ricos en prolina
(PrPAM) cada uno en una especie de cetdceo diferente; Orcinus orca, Delphinapterus
leucas, Balaenoptera acutorostrata, Lipotes vexillifer, Tursiops truncatus y Neophocaena
asiaeorientalis y se ha evaluado su mecanismo de accion in vitro, en especial su
actividad dirigida a proteinas intracelulares en especies bacterianas del grupo
ESKAPE; para ello llevaron a cabo ensayos de transcripcidon/traduccion evaluando la
inhibicion de la sintesis a través de una luciferasa reportera confirmando su potente

actividad como inhibidores de la sintesis de proteinas!'!4.

En 2019 Stepek et. al., buscaron identificar nuevos antibidticos y se documento la
caracterizacion de un péptido dirigido a proteinas de union a penicilina, se pudo aislar
un (-péptido a-cetoamida que exhibe una excelente actividad antibacteriana contra
Bacillus subtilis y una union a una proteina de unién a penicilina; un analisis
quimioprotedmico facilitd la identificacion de una serie de proteinas de la membrana
bacteriana como posibles blancos, el cual se validaron mediante estudios de afinidad
de unién con la proteina de unién a penicilina aplicando el ensayo de termoforesis a
microescala, con esto lograron identificar cuatro proteinas de union a estas moléculas,
entre estos la proteina de union a penicilina 4 (pbp4) que seria un objetivo prometedor
para mediar en la actividad peptidica, ya que estd involucrada en la biosintesis

esencial de la pared celular bacteriana®.
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6. Conclusiones
Los PAMs son moléculas prometedoras para tratar microorganismos resistentes a
multiples farmacos, puesto que cuentan con diferentes mecanismos de accion
dirigidos a distintos blancos en la célula. En los ultimos afios, los ensayos
microscopicos y técnicas analiticas mencionadas en la presente revision se han
utilizado para impulsar el desarrollo de estos péptidos como agentes terapéuticos, lo
cual ha permitido que se realicen cambios en su estructura y en sus caracteristicas
tisico-quimicas con el fin de potenciar su actividad.
A partir de la recopilacién de informacion, se concluye que las técnicas quimico-
analiticas facilitan el proceso de extraccion, permite evaluar las estructuras peptidicas
y aclarar la interaccion de los péptidos con estructuras bacterianas, generalmente con
la membrana celular, dilucidando asi su mecanismo de accion como formador de
poros y disruptores de membrana.
Los diferentes ensayos de microscopia ofrecen un acercamiento de cual podria ser el
blanco principal de accion de cualquier molécula peptidica brindando imagenes de
alta resolucion en cuanto a modificaciones estructurales, localizacién y cantidad de
estas moléculas tanto intra como extracelularmente. Aunque todas las metodologias
son utiles para conocer el mecanismo de accion de los PAMs es importante elegir la
que mejor se adapte al presupuesto y al objetivo de la investigacion, pues aunque es
cierto que todas presentan resultados excelentes habran unas que se ajusten mejor a
las necesidades del investigador.
Teniendo en cuenta la revision bibliografica, se resalta la necesidad de serguir
trabajando en nuevas metodologias (quimicas, microscdpicas, computacionales,
moleculares) o realizar modificaciones sobre las que ya se tienen, que aporten
informacion adicional sobre la actividad de los peptidos y profundizar el estudio
frente a otros blancos de accidon, ampliando el espectro de actividad de estas

moléculas.
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Esta claro que aun falta trabajar en otros aspectos importantes de la actividad como la
estabilidad enzimatica y la toxicidad celular, condiciones que no han permitido que
muchas de estas moléculas lleguen a las ultimas fases de evaluacion clinica. Es por
esto por lo que los ensayos de laboratorio, tanto in vitro como in vivo, conduciran al
avance de futuras alternativas terapéuticas.

Esta revision recopil6 articulos de investigacion, reportes e informacion relacionada
con las diferentes técnicas actuales que permiten la identificacion de mecanismos de
accion sobre diferentes cepas bacterianas de interés en salud publica, en especial
aquellas agrupadas en el grupo ESKAPE, con la finalidad de que en los proximos afios
estas moléculas peptidicas sean un apoyo frente a la situacion de resistencia bacteriana

que se incrementa cada vez mas con el tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de flujo de las metodologias a utilizar en la identificacién del mecanismo de accion de

péptidos con actividad antibacteriana.
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Anexo 1.1. Metodologias utilizadas en la identificacion de mecanismos

de accidon membranoliticos.
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Anexo 1.2. Metodologias utilizadas en la identificaciéon de mecanismos

de accion sobre la pared bacteriana.
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Anexo 1.3. Metodologias utilizadas en la identificaciéon de mecanismos

de accion intracelulares.
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Anexo 2. Esquema de las metodologias utilizadas para la evaluacion del mecanismo de accion en cada uno de

los blancos bacterianos.

INHIBICION SINTESIS DE MODULACION INMUNE
PROTEINAS - Microscopia electromca..

- Herramlentas bloinforméticas (GO - Ensayos de ﬂu0(escencla.
y KEGG). - Citometria de flujo en

- Ensayos de cultivos celulares.
transcripcion/traduccion.

- Ensayo de termoforesis a \/
microescala.

HISTIDINA
QUINASA

NUCLEICOS

PROTEINAS

RIBOSOMALES

DISRUPCION DE LA MEMBRANA
- Dindmica Molecular.

- Imagenes de microscopia (MEB,
INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA INHIBICION DE REPLICACION MET, CLSM, fluorescencia).
PARED CELULAR - Ensayo de desoxinucleotidil - Tincion y liberacion de
- Imagenes FE-SEM. transferasa terminal (TUNEL). colorantes.
- Tintes de fluorescencia y - Ensayo de retardo en gel.
captacion de tintes. - Especles reactivas de oxigeno
-RMN (ROS).
- Microscopia crioelectronica, AFM. - Evaluacion del ciclo celular.




