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RESUMEN

Debido a su naturaleza anfifilica y enorme diversidad estructural, los lipidos son moléculas que, una
vez empaquetadas en fase acuosa, forman membranas bilamelares que poseen propiedades
electromecanicas de gran relevancia para la célula. En bacterias y otros microorganismos patdgenos,
el estudio de los factores que determinan la integridad de sus membranas resulta crucial para el
desarrollo de antibidticos de ualtima generacion, ya que el uso indiscriminado de antibi6ticos
convencionales como la penicilina y la estreptomicina ha favorecido el desarrollo de resistencia
bacteriana en una gran cantidad de géneros patogénicos. Esto ha llevado a reforzar la investigacion
para encontrar alternativas terapéuticas mas efectivas y menos convencionales. El descubrimiento de
péptidos y lipopéptidos antimicrobianos naturales ha Ilamado poderosamente la atencion debido a que,
gracias a sus interacciones con las membranas bioldgicas, facilitan la desestabilizacion de la integridad
de las bicapas mediante formacién de poros acuosos y dispersion de la interfase acuosa, entre otras
acciones. Estos efectos dependen directamente de la capacidad que tienen estas biomoléculas de actuar
de forma selectiva en membranas de mamiferos, plantas, hongos y diversos tipos de bacterias. La
actividad de estos péptidos depende directamente de las propiedades mecanicas y electrostaticas de las
membranas, siempre en funcion de su composicion lipidica. Entender estos fendmenos a nivel de la
nanoescala, podria contribuir al disefio de estrategias para el desarrollo racional de agentes terapéeuticos
con gran potencial para eludir los mecanismos de resistencia bacteriana asociados al uso de antibioticos
convencionales.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos; lipopéptidos ciclicos; bicapas lipidicas; interacciones
dipolo-dipolo; coeficiente de particion; poros acuosos.
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ABSTRACT

Due to their amphiphilic nature and huge structural diversity, lipids are molecules that, once packed in
the aqueous phase, form bilamellar membranes that have electromechanical properties of great
relevance for the cell. In bacteria and other pathogenic microorganisms, the study of factors that
determine the integrity of their membranes is crucial for the development of next-generation antibiotics
since the indiscriminate use of conventional antibiotics such as penicillin and streptomycin has favored
the development of resistance bacteria in many pathogenic genera. This has led to reinforce research
to find more effective and less conventional therapeutic alternatives. The discovery of natural
antimicrobial peptides and lipopeptides has attracted great attention because, thanks to their
interactions with biological membranes, they facilitate the destabilization of bilayer integrity through
the formation of aqueous pores and dispersion of the aqueous interface, among other actions. These
effects depend directly on the ability of these biomolecules to act selectively on the membranes of
mammals, plants, fungi, and several types of bacteria. The activity of these peptides directly depends
on the mechanical and electrostatic properties of the membranes, always depending on their lipid
composition. Understanding these phenomena at the nanoscale level could contribute to the design of
strategies for the rational development of therapeutic agents with great potential to circumvent bacterial
resistance mechanisms associated with the use of conventional antibiotics.

Keywords: Antimicrobial peptides; cyclic lipopeptides; lipid bilayers; dipole-dipole interactions;
partition coefficient; aqueous pores.

INTRODUCCION comensalismos, mutualismos y parasitismos
entre los organismos. A nivel de la escala
microscopica, sin embargo, las interacciones
que se dan entre los seres vivos esta
generalmente asociada a un constante
intercambio de sefiales moleculares. Ejemplo
de esto ultimo lo fue el descubrimiento fortuito
de los compuestos antibidticos por Alexander
Fleming en 1928, lo cual cambi6 para siempre
el curso de la medicina. Este bacteridlogo del
St. Mary's Hospital, regresaba de sus
vacaciones cuando, charlando con un colega

Todas las células poseen membranas lipidicas
que definen tanto sus propiedades de
permeabilidad como la morfologia y la funcion
que desemperian en el contexto de un
organismo multicelular o, tratandose de
organismos unicelulares como las bacterias, en
vida libre. Desde la perspectiva de la enorme
biodiversidad que alcanzamos a conocer,
percibimos un sinnumero de adaptaciones entre
los seres vivos, producto de toda una gama de

interacciones ecoldgicas. Producto de esta ,
suyo, notd una zona alrededor de un hongo

diversidad bioldgica, hemos encontrado . .
invasor en una placa de agar en la que ciertas

asimismo relaciones simbidnticas,
76

Articulo de revision




bacterias no crecian. Fleming, identificando el
hongo responsable de este interesante
fendmeno, aislo la cepa y la identific6 como
perteneciente al género Penicillium, para
posteriormente intentar aislar el compuesto
activo responsable de la inhibicion del
crecimiento bacteriano, nombrando penicilina a
este misterioso compuesto (Figura 1) [1]. Esto
abrié una verdadera caja de Pandora para el
descubrimiento de miles de otras moléculas con
propiedades antibacterianas o antimicrobianas
en general. Posteriormente, se determind que la
penicilina  tiene efecto actuando en
estafilococos y patdgenos Gram-positivos
mediante la inhibicion de la sintesis de pared
celular. También se descubrié que existen
multiples variantes de este antibiotico pB-
lactamico e incluso se han sintetizado toda una
gama de agentes basados en la estructura de la
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penicilina cuyas actividades antibacterianas son
muy diversas [2].

Ahora sabemos que los antibiéticos no solo
llevan a cabo sus acciones mediante el
mecanismo de inhibicion de la sintesis de la
pared celular bacteriana (antibidticos p-
lactamicos como la ampicilina, carbenicilina y
derivados de las cefalosporinas o lipopéptidos
como la daptomicina), sino que inhiben la
sintesis de proteinas y ADN (como la
tetraciclina, la kanamicina, la estreptomicina,
algunas estreptograminas, ciertos
aminoglicésidos, las fluoroquinolonas, la
ofloxacina y la ciprofloxacina), ARN (por
ejemplo la rifampicina) 6 alterando la via de
sintesis del acido félico (caso de las
sulfonamidas), por ejemplo [3].

Figura 1. Alexander Fleming y el descubrimiento de la penicilina. Estructura de la penicilina: acido
4-Tia-1-azabiciclo(3.2.0)heptano-2-carboxilico,-3,3-dimetil-7-0xo0-6-[ (fenilacetil)Jamino]-[ 2S-
(2a,5a,6b)]. El color gris representa atomos de carbono; en rojo, oxigeno; en azul, nitrogeno, en
amarillo, azufre; blanco, hidrogeno. Imagen modificada de la oficina de prensa de la Newcastle
University (https://www.ncl.ac.uk) y publicada el 15 de febrero de 2018.
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No obstante este enorme arsenal bioquimico, la
eficacia en el wuso de estos agentes
antimicrobianos ha venido disminuyendo en las
ultimas décadas debido a la aparicion de nuevas
cepas microbianas resistentes a estos efectos
metabdlicos adversos. Esto evidentemente
plantea un grave problema de salud a nivel
mundial, ya que con el surgimiento de cepas
resistentes se ha reducido la capacidad de
combatir muchas enfermedades infecciosas.
Sin embargo, aunque cada vez es mas dificil
enfrentar de manera adecuada las enfermedades
que tales microorganismos causan en el ser
humano e incluso en plantas y animales, la
enorme biodiversidad vuelve a ser nuestra
aliada. Proponer estrategias alternativas y
novedosas para el control bacteriano, basadas
en el descubrimiento de potenciales agentes de
control bacteriano, cuyos mecanismos de
accion no necesariamente se fundamenten en la
inhibicion de las rutas metabdlicas o
biosintéticas antes mencionadas, resultan muy
atractivas.

En este trabajo realizamos una exposicion de
los conceptos tedricos de mayor relevancia para
el estudio fisicoquimico y biofisico de las
interacciones que ciertos péptidos tienen con las
bicapas lipidicas, asi como una pequefia
revision de algunos de los péptidos
antimicrobianos mas ampliamente estudiados a
la fecha como alternativa al uso de los
antibidticos convencionales y que tienen como
blanco de accion las membranas de diversos
patdgenos microbianos.
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La alternativa: Péptidos y Lipopéptidos
antimicrobianos

De manera destacada, los péptidos y
lipopéptidos antimicrobianos, como la melitina
y la surfactina, respectivamente, son novedosos
agentes antimicrobianos cuyos mecanismos de
accion estan directamente asociados con la
integridad de las membranas bioldgicas. La
melitina, componente clave del veneno de
abeja, es un péptido anfipatico, compuesto por
26  residuos de aminoacidos, cuya
conformacion y estado de agregacion dependen
de su concentracion, el pH de la solucion, la
fuerza ionica del medio acuoso y el potencial
ionico del mismo [4]. La surfactina, por otro
lado, es un lipoheptapéptido de naturaleza
anfifilica producido por varias especies del
género Bacillus e identificado como un agente
con actividad biosurfactante y propiedades
emulsionantes y espumantes de gran interés en
la industria alimenticia [5] (Figura 2).

Debido a su composicion quimica, ambos
péptidos poseen anfipaticidad, una propiedad
clave que permite a tales compuestos asociarse
facil y rapidamente a las bicapas lipidicas en un
contexto acuoso; lo que contribuye a interferir
con la integridad de la membrana biolégica de
manera dosis-dependiente. Ademas, se han
descubierto recientemente una enorme variedad
de biomoléculas analogas tanto en estas dos
clases de organismos, como también en plantas,
hongos y hasta en arqueas. Nuevamente, esta
enorme riqueza bioquimica es producto de las
complejas vias de biosintesis como respuesta
adaptativa a los habitats que ocupan estos seres
vivos [5,6]. De hecho, se ha comprobado
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Figura 2. Estructura de la melitina del veneno de abeja (PDB: 2mw6) y la surfactina, formadora de
biopéliculas en Bacillus spp. (PDB: 2npv). Las imagenes de los organismos fueron tomadas de la base
de datos Konchu de entomologia (https://insectdb.kyushu-u.ac.jp) y el Instituto Robert Koch

(https://www.rki.de) respectivamente. Las estructuras peptidicas se trabajaron mediante la version libre

de Pymol 2.5 (Schrédinger).

experimentalmente que la diversidad de los
lipopéptidos sintetizados por bacterias de la
especie B. tequilensis responde de forma directa
a las condiciones y composicién del medio de
cultivo [7], lo cual prueba la enorme plasticidad
metabdlica y probablemente genética de estos
microorganismos, asi como Ssu enorme

adaptabilidad a las condiciones ambientales.

En este sentido, para el caso de Bacillus spp.,
resulta congruente imaginar toda una red de
interacciones moleculares a nivel de la rizosfera
y dentro del mismo tejido vegetal, como
endofitos, donde una compleja comunidad
microbiana constantemente debe enfrentar
condiciones para adaptarse a su entorno
ecoldgico. Al formar parte asi de la interfase
con el medio, las paredes celulares y los lipidos
de la membrana plasmaética participan en estas
complejas interacciones. Las propiedades de
los lipidos influyen asi en el proceso de
colonizacién microbiana mediante una serie de
interacciones a nivel molecular. Por otro lado,
en el caso de la melitina, presente en el veneno
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de la abeja Apis mellifera, es parte de un céctel
molecular secretado por las glandulas de estos
insectos como mecanismo de proteccién ante
potenciales microorganismos patdgenos, ya que
sus colonias se componen de una gran cantidad
de crias inmaduras y adultas, a la par de que los
altos niveles de humedad y temperatura de los
panales son ambientes propicios para el
desarrollo de todo tipo de microbios incluyendo
los patégenos. En respuesta, las abejas
meliferas  desarrollaron como  respuesta
adaptativa la sintesis metabdlica de toda una
gama de péptidos antimicrobianos como si de
un “antiséptico” se tratase, ahora en el contexto
de garantizar inmunidad social dentro de sus
colonias [8].

En cualquiera de estos dos escenarios, esta claro
que las membranas bioldgicas son finalmente el
blanco con el cual ambos péptidos deben
interactuar para llevar a cabo sus efectos de
control biologico. Las membranas estan
compuestas por una doble capa de lipidos,
cuyas cabezas polares delimitan un nucleo muy
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hidrofobico constituido por largas cadenas
aciladas de carbono. Esta organizacion facilita
mucho el empaquetamiento de la bicapa en un

contexto acuoso  mediante  atracciones
electrostaticas, técnicamente llamadas
interacciones  dipolo-dipolo  (atracciones

electrostaticas que se generan entre el extremo
parcialmente positivo de una molécula polar y
el parcialmente negativo de otra) y fuerzas de
London (atracciones intermoleculares débiles
que se originan de fuerzas interactivas entre
multipolos temporales en moléculas sin
momento dipolar permanente), lo que delimita
y mantiene estable todo tipo de célula.

Lipidos y bicapas lipidicas

Aunque pueden ser muy diversos, los
fosfolipidos en general estan formados por dos
acidos grasos unidos mediante enlaces éster al
glicerol en los carbonos C-1y C-2, en tanto que
la cabeza polar se une al C-3 con un enlace
fosfodiéster G3P (Fig. 3). Por otro lado, los
acidos grasos presentes en las largas cadenas de
carbono de los fosfolipidos pueden variar en la
longitud de la cadena y el numero de
insaturaciones, ademas de poder incluir anillos
o ramificaciones, lo que determina de manera
importante la curvatura espontinea de las
bicapas lipidicas [9,10]. En arqueas, a
diferencia de lo que se ha encontrado en
bacterias y eucariontes, los fosfolipidos son del
tipo sn-glicerol-1-fosfato (G1P) con cadenas
isoprenoides unidas mediante enlaces tipo éter
al C-1, lo cual les confiere un caracter
ligeramente mas hidrofébico. Esto, ademas de
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que las arqueas también poseen lipidos
tetraéter, forman monocapas en lugar de
bicapas con disposiciones antiparalelas de las
dos moléculas de diéter unidas a través de sus
cadenas isoprenoides. Tales caracteristicas
podrian ser una adaptacion de las arqueas ante
ambientes hostiles en términos de temperatura
y salinidad [11].

De esta manera, el caracter anfipatico de los
fosfolipidos, asi como la composicion de éstos
al interior de las membranas, determinan las
propiedades mecénicas, de fluidez, carga de
superficie, topologia y grosor que facilitan o
impiden la interaccion con agentes exdgenos,
como los péptidos antimicrobianos (AMPS).
Ademas, los lipidos son tan diversos que es
practicamente  infinito el numero de
combinaciones entre ellos para formar
membranas con propiedades realmente muy
diversas. En general, los fosfolipidos pueden
clasificarse al menos en ocho grandes grupos:
acidos grasos, prenoles, esfingolipidos,
glicerolipidos, glicerofosfolipidos, sacaroli-
pidos, esteroles y policétidos [12].

Una propiedad que tienen las membranas
bioldgicas, la cual depende directamente de la
composicién de los lipidos que la componen, es
su viscoelasticidad. Al mantenerse unidas
mediante interacciones no covalentes, las
membranas son muy flexibles. Esta flexibilidad
se puede explicar principalmente en términos
de la deformabilidad que poseen las cadenas
aciladas saturadas, cuyo ndmero de rotameros
conformacionales depende de manera directa
de parametros fisicos como la temperatura, por
ejemplo. Los cambios en la temperatura de un
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Figura 3. Estructura general de los fosfoll'pldos y principales grupos polares. PA, acido fosfatidico
(anionico, a); PE, fosfatidiletanolamina (zwitterionico, zw*"); PC, fosfatidilcolina (zw*"); PS,
fosfatidilserina (a’); PG, fosfatidilglicerol (a’); CL, cardiolipina (a°); PI, fosfatidilinositol (a’). Se
muestran los 3 a&tomos de carbono del glicerol y el esquema de una proteina inmersa en una bicapa
lipidica, lo cual representa el blanco principal de ciertos péptidos antimicrobianos. Cada imagen fue
disefiada mediante el servidor PubChem y el programa informatico Bio-Render.

sistema liposomal facilita los movimientos
laterales de las cadenas aciladas, asi como la
difusion lateral de los lipidos mismos y, en
consecuencia su grado de compactacion tanto
lateral como transversal, ademas de que se
puede dar el fenémeno de flip-flop (un
movimiento de transposicion de fosfolipidos de
la monocapa superior a la inferior de la
membrana, 0 viceversa). Un experimento tipico
que se realiza en los laboratorios de biofisica de
membranas, para estudiar esta clase de
fendmenos, es la transicion de fases en sistemas
liposomales. Asimismo, esta es una de las
técnicas mas ampliamente utilizada para la
caracterizacion de las interacciones de sistemas
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lipidicos modelo con péptidos antimicrobianos.

El Illamado comportamiento termotrdpico
mediante calorimetria por escaneo diferencial
(DSC) permite evaluar la organizacion y
dinamica de dispersiones lipidicas en medio
acuoso. Tal es el caso de los cambios de fase
que presentan sistemas liposomales
compuestos de dipalmitoil-fosfatidilcolina
(DPPC), un fosfolipido sintético. EI DPPC
transita diferentes estados de agregacién o
fases: a bajas temperaturas (~10°C) los lipidos
se ordenan en forma de una fase llamada liquido
cristalino (Lc) donde las cadenas aciladas
practicamente se encuentran formando un
entramado molecular muy ordenado parecido a
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un cristal; a unos 20°C los lipidos se gelifican
(fase gel, Lp) y adquieren cierta fluidez, las
cadenas aciladas reasumen su dinamismo
cinético, aunque aln éste se encuentra muy
limitado; a partir de los ~36°C sucede sin
embargo un fenémeno fascinante, y es que las
cadenas aciladas se empiezan a “fundir” e
interdigitan, con lo cual las membranas
empiezan a ondular debido a que ciertas
regiones se empiezan a desordenar mientras
otras aun permanecen semigelificadas, a esta
fase se le conoce como la fase ondulada o la
pretransicion (Pg). Finalmente, a partir de los
42°C aproximadamente, las cadenas aciladas de
los lipidos se “derriten” y el orden que se
observaba a bajas temperaturas desaparece del
todo. En esta fase, liquida desordenada (L) las
membranas poseen una fluidez extrema, lo que
incrementa mucho su permeabilidad y se
compromete la integridad de la bicapa. Incluso,
recientemente, se ha conseguido visualizar con
microscopia electronica que, de la mano de esta
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fluidizacién de las membranas, las mismas

también se adelgazan un poco [13] (Figura 4).

Interacciones péptido/lipido

Por lo antes expuesto es muy importante
entender y estudiar las propiedades materiales
que presentan las bicapas lipidicas y su
respuesta ante diferentes variables fisicas como
lo son, ademaés de la temperatura, la presion, el
pH o la fuerza i6nica del medio acuoso en las
que se forman, ademdas del efecto que
compuestos quimicos exdgenos como los
AMPs tienen sobre dichas propiedades de
estabilidad mecénica. Estos efectos han sido
ampliamente debatidos y existen grupos muy
consolidados que los han reportado a detalle
[14,15]. Al responder ante estos factores, una
gran cantidad de péptidos afines a la membrana,
responden de manera directa ante el estado
termotropico y mecanico de las mismas. De

35
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Figura 4. (A) Termograma de calorimetria diferencial para el DPPC mostrando los cambios de fase y
el incremento de la fluidez del sistema a altas temperaturas. (B) Microfotografia y analisis
densitométrico del grosor de la bicapa en un liposoma artificial. Las regiones ordenadas (Lo) son
significativamente mas gruesas que las desordenadas (Ld). La barra representa 10 nm. Las figuras se

tomaron modificadas de las referencias [13, 23].
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hecho, estd documentado que la naturaleza
dindmica de los lipidos los capacita para formar
poros transitorios. Una vez formados, estos
poros acuosos responden al voltaje, se pueden
bloquear con diversos agentes quimicos e
incluso responden a cambios en la tension
lateral de la membrana, de manera analoga a lo
que se ha observado en canales
mecanosensibles de bacterias como el canal
MscL de Escherichia coli. Los fendmenos de
formacion de poros lipidicos y su estabilidad
depende directamente del comportamiento
termotropico de las membranas [16].

La presencia de péptidos formadores de poro,
sin embargo, estabiliza los poros acuosos Y,
como se dijo anteriormente, tiene el potencial
de desintegrar la membrana de forma
dependiente de su concentracion. Sin embargo,
el efecto de la concentracion es un fenomeno
complejo donde las interacciones a nivel tanto
de la topologia de la membrana, como de los
péptidos, y los fendmenos electrostaticos a
nivel de la superficie, rigen la actividad
formadora de poros de estas biomoléculas [17].
En breve, al ser generalmente pequefios (Tabla
1) los AMPs tienen conformaciones
desordenadas en ambientes acuosos, cuya
estructura depende directamente de la
composicion de aminoécidos, su carga global y,
como se menciono, su tamario. Al establecer un
primer contacto y unirse a las bicapas lipidicas,
generalmente adoptan una configuracion
helicoidal anfipatica, mediante mecanismos de
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adsorcion  electrostatica e  interacciones
topoldgicas, esto es, de forma, buscando
concavidades o relieves en la superficie de las

membranas.

Esto conduce a un adelgazamiento de la
membrana, debido a que las estructuras
helicoidales adosadas a la superficie de la
bicapa, aumentan el volumen de las monocapas
externas. Lo anterior se ha observado en el caso
de la melitinay la magainina-2 [18,19]. Una vez
que se alcanza una cierta concentracion critica,
el llamado “umbral” de péptidos unidos a la
membrana, la integridad de estas se ve cada vez
mas comprometida mediante una serie de
reconfiguraciones y multimerizaciones de los
péptidos, lo cual culmina con la formacién de
poros toroidales o tipo barril que atraviesan la
membrana (Figura 5). La formacion de poros
incluye un cambio en la orientacion de los
péptidos, pasando de estar practicamente
adosados a la superficie de la membrana a
atravesarla de forma perpendicular al plano de
la misma. Los lipidos, por su parte, dada su
fluidez a temperatura ambiente, y gracias al
efecto perturbador de los AMPs, se translocan
en fendmenos de flip-flop. Conforme la
concentracion de los AMPs se incrementa, los
poros peptidicos se multimerizan facilitando la
difusién pasiva de una gran cantidad de
osmolitos intracelulares, lo que puede provocar
la lisis de la célula al incrementarse cada vez
mas los defectos en el empaquetamiento de los
lipidos.
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Tabla 1. Principales péptidos antimicrobianos y sus mecanismos de accion.
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- Secuencia o Estructura Fuente Blanco Principal mecanismo
Peptido s : R . . Ref.
longitud predominante biolégica principal de accién
Ac-Aib-Pro-Aib-
Ala-Aib-Ala-GlIn- -helicoidal Membrana Formacion de agregados
Alameticina Aib-Ala-Aib-Gly- gon dominio Trichoderma celular en lipidicos, poros tipo [26]
Leu-Aib-Pro-Val- C-terminal 3 viridae bacterias Gram | barril y adelgazamiento [27]
Aib-Aib-GIn-GIn- 10 (+) y hongos de la membrana
Phl
Membrana Poros toroidales y efecto
Cathelicidinas 12-97 aa a-helicoidal vertebrados interna detergente. Quimiotaxis [28]
bacterial de neutrdfilos.
I-Trp-d-Asn-
I-Asp-Thr-Gly- S Streptomyces Membrana Efecto de extraccion de 7
- I-Orn-1-Asp- lipopéptido celular en e A,
Daptomicina e roseosporus . lipidos e inhibicion de [20]
d-Ala-1-Asp-Gly-d- ciclico bacterias Gram sintesis de pared [29]
Ser-I-MeOGlu-I-Kyn (+) P
(C10)
Membrana o
. Plantas, Depolarizacion del
. 29-35 aa (tipo o) . . celular en -
Defensinas 36-42 aa (ti B-laminar insectos y bacterias potencial de membrana [30]
-42 aa (tipo B) mamiferos h y y permeabilizacion
ongos
I-Glu-d-Orn-
d-Tyr-d-Thr-I-Glu-d- linopéntido Membrana Fluidizacion y cambios [31]
Fengicina A Ala-I-Pro-1-Gln-I- Popep Bacillus spp. celular en en el grosor de la
ciclico [22]
Tyr- hongos membrana
I-lle (C14-C18)
I-Asn-d-Tyr- Membrana
lturina A d-Asn-I-GIn- lipopéptido Bacillus s celular en Miscelacion y efecto [32]
I-Pro-d-Asn- ciclico Pp- honaos detergente
I-Ser (C14-C17) g
Gangliosidos y . .
Magainina2 | C/CKFLHSAKKE 1 | licoidal | Xenopus laevis | membranas o o i, afocin [33]
g GKAFVGEIMNS | ¢ P bacterianas y P etoraon
. etergente
de mamifero
Membrana L
. GIGAVLKVLTTGL L . . - Formacién de poros
Melitina PALISWIKRKRQQ a-helicoidal Apis mellifera interna toroidales [34]
bacterial
I-Dhb-Al-Dha-LA- Formacion de poros
Aba-PGAK-Aba- Peptido Streptococcus Membrana ermeabilizacFi)én e [35]
Nisina GALMGANMK- | - desordenado Tacts celularen | e la sintesis | [36]
Aba-A-Aba- con dominio bacterias Gram de pared y germinacion
AHASIHV- a-helicoidal (+). Lipido Il de esporas
Dha-K
MGFGCNGPWDED Inhibicin de la
. DMQCHNHCKSIK ; - L .
Plectasina GYKGGYCAKGGE olp Ascomicetos Lipido 11 blosmtsesllzlgf pared [37]
VCKCY
I-Glu-I-Leu- [38]
Surfactina d-Leu-I-Val- lipopéptido Bacillus s Membrana Induccion de curvatura 'y [39]
I-Asp-d-Leu- ciclico Pp- celular efecto detergente

I-Leu (C12-C17)

* Aba: Acido aminobutirico, Ac: Acetil, Aib: ACidQ a-aminoisobutirico, Dha: Dehidroalanina, Dhb: Dehidrobutirina (8-
metildehidroalanina), Kyn: Quinurenina, MeOGlu: Acido 3-metil-glutdmico, Orn: Ornitina, Phl: Fenilalaninol.
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Figura 5. Mecanismos de accion de los AMPs catidnicos helicoidales en membranas lipidicas. (A)
Representacion transversal de la magainina 2 y la melitina (2mw6) con sus lados hidrofébicos en azul
e hidrofilicos en rojo; (B) en medio acuoso estos péptidos se encuentran desordenados y al ser
adsorbidos en la superficie membranal mediante atracciones electrostaticas, se facilita una transicion
a estructuras helicoidales ordenadas; una vez que los péptidos alcanzan una concentracion critica, se
oligomerizan de manera cooperativa con los lipidos formando poros toroidales (C), o poros tipo barril
transversal (D), cuyo efecto es la permeabilizacion de osmolitos intracelulares; (E) a concentraciones
muy altas, los péptidos cubren la superficie de ambas monocapas como si se tratase de una alfombra
resultando en un efecto detergente y desintegrando la membrana. (F) Experimento de permeabilidad
al ion amonio en liposomas sintéticos (DOPC:DPPC, 2:1) tratados con melitina a temperatura ambiente
al superar la concentracion critica (P/L = 1/40). EI momento hidrofébico (mH) de la melitina es de
0.458, mientras que la magainina-2 tiene un valor de 0.514. Las imagenes de los incisos C-E fueron
tomadas de la referencia [24]. Las condiciones experimentales mostradas en el inciso F se reportan en
nuestro trabajo original [25].

Los lipopéptidos ciclicos (CLPs) se comportan
de una manera muy similar, salvo que, al incluir
una larga cadena acilada, se trata de
biomoléculas con un fuerte caracter anfipatico.
Por ello mismo, su interaccion con las
membranas es aln mas intima al incluirse mas

facilmente en el nudcleo hidrofobico entre las
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dos monocapas, expandiendo lateralmente la
bicapa y desestabilizando mas rapidamente la
integridad de estas. Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre con los AMPs, los CLPs
generalmente se micelizan en solucién acuosa,
esto es, forman micelas. Las micelas son
particulas coloidales que se forman al agregarse
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moléculas de naturaleza anfifilica, donde la
zona hidrofilica de la molécula se orienta hacia
el exterior, en directo contacto con la fase
acuosa y la zona hidrofobica se orienta hacia el
nucleo de la estructura (Figura 6).

Dependiendo de una concentracion micelar
critica (c.m.c.), la insercion de las colas
hidrofobicas de los CLPs tiene como resultado
la expansion lateral asimétrica de la monocapa
superior de la membrana, perturbando el grado
de hidratacion de la misma y aumentando la
curvatura local de la membrana, lo que
desestabiliza su integridad. En el caso de la
daptomicina, estos procesos  dependen
directamente de otros factores, como lo es la
presencia de calcio y membranas ricas en PG
[20]. Sin embargo, los mecanismos de accién
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de los CLPs son poco claros todavia en
comparacion a lo que sabemos de los
correspondientes en AMPs (Tabla 1). En el caso
de surfactina, su pequefio tamafio favorece una
distribucion asimétrica entre ambas monocapas
con la consiguiente desorganizacion de la
bicapa lipidica, favoreciendo un efecto
detergente [21]. De manera similar, la iturina
interacta con las membranas lipidicas
aumentando la permeabilidad i6nica debido a la
formacion de poros acuosos. Por otra parte, se
sabe que la fengicina, al insertarse, promueve la
curvatura de ambas monocapas, lo que induce
un cambio en el grosor de la bicapa.
Posteriormente, la insercién del anillo peptidico
provoca una alteracion extra de la membrana, lo
que conduce a su desestabilizacion final [22].

() 2l o @
®oo0®

.

Figura 6. Micelizacion de la daptomicina en presencia del ion calcio (mostrados como esferas). En solucion
acuosa, la daptomicina forma complejos con calcio para formar pequefias micelas. Su insercion en
membranas depende tanto de la presencia de este catién divalente como de la presencia de fosfatidilglicerol
en la bicapa lipidica. Una vez insertada en la superficie de la membrana, la daptomicina se oligomeriza y
transloca a la monocapa interna de la membrana, lo que compromete la integridad de la membrana al extraer
lipidos y facilitar la permeabilizacion de osmolitos vitales para la célula.
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Sin embargo, pese a todas estas variantes en los
mecanismos de accion de los CLPs en
membranas, las  acciones de  estos
biosurfactantes, como en el caso de los AMPs,
son sensibles al mismo tipo de factores
electrostaticos y mecéanicos de la membrana
objetivo en su contexto acuoso [7].

Independientemente de la naturaleza de los
péptidos o lipopéptidos formadores de poro, las
interacciones péptido-lipido generalmente se
expresan, en términos termodindmicos,
mediante constantes de particion. Estas
constantes (Kp) se definen como la relacién de
concentracion del péptido en las fases lipidica
(P) y la acuosa (Pw) cuando las dos
concentraciones estan en equilibrio:

Kp=([P1])/[Pw]

De esta manera, los valores de los péptidos en
fase lipidica [Pi] y fase acuosa [Pw] dependen
de sus concentraciones relativas durante la
interaccion 'y al determinarse de forma
experimental, contribuyen a wuna mejor
comprension de las complejas interacciones
entre péptidos y lipidos.

CONCLUSIONES

Los AMPs y los CLPs se pueden considerar
candidatos muy prometedores para superar la
resistencia a los antibioticos aminoglicosidicos
y B-lactamicos convencionales. Estos péptidos
se han identificado practicamente en todo el
arbol de la vida, desde bacterias y arqueas,

87

AyTBUAP 7(28):75-92
Garcia-Morales et al., 2022
protistas y hongos hasta plantas y animales.
Hoy en dia, la base de datos internacional de
péptidos con actividad antimicrobiana (APD)
(http://aps.unmc.edu/AP) contiene a la fecha
3425 AMPs, incluidos algunos péptidos
sintéticos. En esta base de datos se incluyen
péptidos tan diversos que muchos de ellos no
han sido caracterizados a nivel de los
mecanismos de accion que ejercen en las
células. Desde que se descubrieron estas
moléculas, inmediatamente se infirid que la
formacion de poros en la membrana podria
constituir el principal mecanismo de accion
para explicar sus actividades biologicas. Sin
embargo, cada vez hay mas evidencia de que
sus acciones incluyen también mecanismos no
relacionados con la desestabilizacion de las
membranas e incluyen su internalizacion para
interactuar con blancos intracelulares o bien
mediante la modulacion de la respuesta inmune.

En cualquier caso, los mecanismos de
perturbacion de la integridad de la bicapa
lipidica expuestos en el presente trabajo, son al
dia de hoy los mejor caracterizados para
comprender a detalle las interacciones entre
péptidos y lipidos. En este contexto, para lograr
entender cabalmente estos procesos, se deben
evaluar experimentalmente varias propiedades
de la membrana, entre las cuales las maés
relevantes podrian ser: (i) la electrostatica
superficial y el potencial dipolar de la bicapa
lipidica; (ii) el grado de hidratacion de las
cabezas polares de los fosfolipidos; (iii) el
potencial transmembrana, la fuerza ionica y el
efecto de los cationes divalentes en solucion
acuosa; (iv) la fluidez y el grado de curvatura
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espontanea de las membranas; (v) las
propiedades viscoelasticas y de
compresibilidad lateral de las mismas; (vi) su
espesor, y (vii) el comportamiento de fase,
miscibilidad y tensiones laterales asociadas a su
composicion quimica, ademéas de posibles
asimetrias de las monocapas. Por otro lado,
desde el punto de vista de los péptidos, aspectos
como: (i) su carga global, (ii) anfipaticidad, (iii)
flexibilidad intrinseca, (iv) topologia vy
conformacion estructural, ademés de (v) la
longitud de cadena acilada y numero de
insaturaciones o metilaciones en el caso de los
CLPs, para la
caracterizacion a nivel molecular de la
naturaleza de estas interacciones. ESto es
fundamental para proponer el uso de AMPs y
CLPs como antibidticos alternativos,
contribuyendo asi al desarrollo de una nueva
generacion de terapias y estrategias de control
antimicrobianas cada vez mas efectivas.

son determinantes
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