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RESUMEN

En los ultimos afios, el incremento de cepas bacterianas multidrogoresistentes
(MDR) representa un importante problema de salud publica a nivel mundial. Esto se
debe a la alta tasa de mutacion espontanea y la recombinacion genética de las
bacterias, asociadas al uso irracional de los antibiéticos por esta razén las terapias
antimicrobianas disponibles no son suficientes para eliminar a patégenos MDR.
Debido a esta crisis, es urgente la busqueda de nuevas fuentes de antibidticos u
otras moléculas bioldgicas para desarrollar nuevos farmacos efectivos contra MDR

de interés clinico.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son considerados como una alternativa para
el desarrollo de nuevos antibidticos para hacer frente a enfermedades infecciosas,
pues poseen mecanismos de accién diferentes a los de los antibidticos existentes,
ya que actua mediante una interaccion electrostatica con la membrana de las
bacterias, desafortunadamente, son limitados los PAMs que cumplen con los
requisitos para su uso terapéutico. Los PAMs del veneno de alacran son un ejemplo

de sustancias bioactivas con potencial para su uso contra bacterias MDR.

En este estudio, se evaluo la actividad antimicrobiana de los PAM Uy234 derivado
del veneno del alacran Urodacus yaschenkoi y del PAM QnCs-BUAP frente a
diversas cepas bacterianas de interés clinico. Ademas, se evalud la actividad
hemolitica de los péptidos combinados contra eritrocitos humanos. Se encontré que
el péptido Uy234 posee una gran actividad antimicrobiana contra los aislados
clinicos MDR vy tienen una actividad hemolitica notablemente baja en combinacion
con el péptido consenso. Estos resultados sugieren que el péptido Uy234 tiene
actividad inhibitoria contra algunas bacterias de interés critico sefialadas por la
OMS: Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii y una actividad bactericida

contra diversas cepas de Staphylococcus aureus.



1. INTRODUCCION

1.1 Antibioéticos
El estudio de los antibidticos comienza en 1928 cuando Sir Alexander Fleming

descubrid la penicilina. Los antibidticos se introdujeron por primera vez en la practica
clinica en la década de 1930 (93). La mayoria de las clases modernas de
antibidticos se descubrieron entre 1940 y 1980 mediante la deteccion de la actividad
antimicrobiana de microorganismos cultivados unicamente del suelo. La mayoria de
los antimicrobianos son metabolitos secundarios producidos por bacterias
(Actinobacteria, Firmicutesy Proteobacteria) y hongos (Penicillium, Cephalosporium
y Aspergillus) (1).

1.1.1 Clases de antibidticos

Los antibiéticos son de vital importancia para el tratamiento de una infeccidon
bacteriana, y dependiendo de su mecanismo de accion pueden ser citotdxicos
(logran matar a las bacterias) o citostaticos (demora o detiene el crecimientoy
reproduccion de las células bacterianas) para los microorganismos. A menudo
actuan inhibiendo la sintesis de proteinas, los acidos nucleicos (ADN y/o ARN),
desorganizan la membrana u otras acciones especificas (2, 95). Pueden entrar en
la pared celular de las bacterias al unirse a ellas, utilizando los mecanismos de
transporte dependientes de la energia en los sitios ribosomicos, lo que
posteriormente conduce a la inhibicion de la sintesis de proteinas (3). Este
desequilibrio en las bacterias permite que las defensas naturales del cuerpo, como
el sistema inmunitario, logre combatirlas (94). Existen diversas clases de
antibioticos, las cuales se clasifican de acuerdo a su estructura quimica, mecanismo
de accidén y espectro de actividad. Algunas de las clases de antibioticos mas
comunes se nombran a continuacion.

1.1.2 B-Lactamicos

Los antibiéticos betalactamicos (BL) son la primera opcién de tratamiento de varias
infecciones. Incluyen a las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos vy
monobactamicos (4). La estructura central de las penicilinas comprende un anillo de
tiazolidina de cinco miembros unido al anillo betalactamico (95). Las penicilinas
naturales (penicilina G y penicilina V) y las penicilinas de espectro reducido

(meticilina, nafcilina, oxacilina, dicloxacilina) son mas activas contra los organismos



Gram-positivos, mientras que las penicilinas de amplio espectro (amoxicilina,
ampicilina) son activas contra los organismos Gram-positivos y Gram-negativos (5,
96). El mecanismo de accién de los BL es por medio de la union a las proteinas D,
que son D -transpeptidasas (también conocidas como proteinas de union a
penicilina o PBP) que catalizan el entrecruzamiento de las cadenas laterales
de peptidoglicano durante la sintesis de la pared celular. Una vez que se une un
antibiotico B-lactamico, las PBP se inactivan, lo que impide que continue la sintesis
de la pared celular (99).

1.1.3 Aminoglucésidos

Los aminoglucosidos (AG) son una clase de antibioticos inhibidores a nivel de la
traduccion con un amplio espectro de actividad. (6) Desde el descubrimiento de la
estreptomicina en la década de 1940 se han aislado numerosos AG y se han
sintetizado nuevos derivados. Una desventaja importante del uso clinico de los AG
ha sido su ototoxicidad (perturbacion transitoria o definitivas de la funcién auditiva)
(7). Los aminoglucosidos son activos contra varios organismos Gram-positivos y
Gram-negativos. Los AG se caracterizan por una estructura central de
aminoazucares conectados mediante enlaces glucosidicos a un aminociclitol
dibasico, que suele ser 2-desoxiestreptamina (97). Se clasifican en cuatro subclases
segun la identidad del resto aminociclitol: sin desoxiestreptamina, con un anillo de
desoxiestreptamina monosustituido, con un anillo de desoxiestreptamina 4,5-

disustituido o con un anillo de desoxiestreptamina 4,6-disustituido (98).

Los AG inhiben la sintesis de proteinas al unirse, con alta afinidad al sitio A del ARN
ribosémico 16S de la subunidad ribosomal 30S (8). Aunque los miembros de las
clases de AG poseen una especificidad para diferentes regiones en el sitio A, todos
alteran su conformacion. Como resultado de esta interaccion, el antibiotico
promueve la traduccion incorrecta al inducir la lectura incorrecta de codones en la
administracién del ARN de transferencia de aminoacilo (9). Esto da como resultado
una sintesis de proteinas propensa a errores, permitiendo que los aminoacidos (aa)
incorrectos se ensamblen en un polipéptido que posteriormente se libera para

causar dafios en la membrana celular y en otros lugares (10).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/peptidoglycan

1.1.4 Macrolidos
El término "macrolido" es acuinado por Woodward en 1957 para describir antibidticos

que tipicamente consisten en anillos de macrolactama de 14, 15 o0 16 atomos con
dobles enlaces, diferentes grupos funcionales de sacarido y aminosacarido (11). El
componente elemental de las moléculas de macrélidos es el anillo de lactona que
consta de 12, 14, 15 o 16 atomos de carbono, combinado con un desoxiazucar o
residuos de aminoazucar (12, 13). Los macrolidos se pueden dividir segun su
generacion. Los de primera generacién, incluyen a la eritromicina, carbomicina,
espiramicina, oleandomicina, rosaramicina y josamicina. Los de segunda
generacion, incluyen a la clartiromicina, azitromicina, midecamicina, diritromicina,
roxitromicina, fluritromicina, azitromicina, miokamicina y rokitamicina (100). Los
antibidticos macrolidos se encuentran entre los antibacterianos mas exitosos y se
han utilizado ampliamente para el tratamiento de infecciones graves (14). Todos los
miembros de la clase de macrélidos inhiben la sintesis de proteinas bacterianas al
unirse al ARNr 23S de la subunidad ribosémica 50S corriente abajo del centro de
peptidiltransferasa que es el sitio catalitico para la formacion de enlaces peptidicos
(15, 16).

1.1.5 Lincosamidas

Las lincosamidas (LS) son una clase pequefia, aunque importante, de antibiéticos
en la medicina humana y veterinaria. Estos compuestos son producidos por
varias especies de Streptomyces. Las lincosamidas constan de tres componentes:
un aa (L - prolina sustituida por una cadena de 4'-alquilo) y un azucar (lincosamina),
conectados por un enlace amida. Las LS son principalmente activas contra
patdogenos Gram-positivos y contra anaerobios Gram-negativos (101). De un gran
numero de derivados de LS informados hasta la fecha, la clindamicina el analogo
clorado de la lincomicina, es la Unica lincosamida semisintética que esta en uso
clinico (102). La clindamicina previene la formacion de enlaces peptidicos, lo que
inhibe la sintesis de proteinas al unirse de manera reversible a las subunidades
ribosdmicas 50S (103).



1.1.6 Glucopéptidos
Los glicopéptidos (GP) son potentes antibi6ticos derivados de productos naturales

bacterianos y se clasifican en dos clases generales segun su estructura
heptapeptidica central: tipo | (vancomicina, con un tripéptido N-terminal Leu-R3-
hidroxi-3-cloroTyr-Asn) y tipo Il (teicoplanina, con un tripéptido de hidroxifenilglicina
[HPG]-3-cloroTyr-3,5-dihidroxifenilglicina [DHPG] N-terminal) (17). Todos los
antibidticos GP inhibe el entrecruzamiento de peptidoglicanos de la pared celular al
unirse al extremo acil-D-Ala-D-Ala intermediario de peptidoglicanos que
contienen N -acetilmuramil-L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala, provocando el cese del
crecimiento bacteriano y, en ultima instancia, la lisis celular (18, 19).

1.1.7 Quinolonas

Las quinolonas se sintetizaron por primera vez en 1949 pero fue hasta el ano 1986
que George Lesher afirm6 que el compuesto principal para obtener quinolonas que
es la cloroquina. Este subproducto presenté una modesta actividad antibacteriana,
pero conduce a la sintesis de analogos de quinolonas, incluidas las naftiridonas y el
acido nalidixico a partir de entonces, se desarrollaron una gran cantidad de
derivados y sustancias relacionadas a partir del acido nalidixico, algunas de las
cuales mostraron propiedades antibacterianas (20, 21). Se utilizan para tratar
infecciones del tracto urinario, pielonefritis, gastroenteritis, enfermedades de
transmision sexual, como gonorrea, tuberculosis, prostatitis, neumonia adquirida en
la comunidad e infecciones de piel y tejidos blandos, entre otras, causadas por
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (22, 23).

1.1.8 Tetraciclinas

Los primeros farmacos del tipo de las tetraciclinas se descubrieron a finales de la
década de 1940, aislados de Streptomyces spp. La aureomicina (también conocida
como clortetraciclina) fue aprobada para su uso en los Estados Unidos en 1948; los
otros tres farmacos de clase tetraciclina de primera y segunda generacién de uso
comun (tetraciclina, doxiciclina y minociclina) fueron aprobados en 1954, 1967 y
1971, respectivamente. No se desarrollaron nuevos farmacos de la clase de las

tetraciclinas hasta la tercera generacion en la década de 2000 (24).



La tetraciclina se ha utilizado ampliamente en medicina humana y veterinaria
durante décadas. Aunque su uso en el tratamiento humano ha disminuido en los
ultimos afios, su consumo en entornos agricolas y ganaderos todavia esta muy
extendido (25). Las tetraciclinas ejercen su actividad bacteriostatica uniéndose al
ribosoma bacteriano y, por lo tanto, interfiriendo con la traduccion de proteinas (26).
1.2 Resistencia a los antibioticos

La resistencia a los antibidticos es un fendmeno complejo que ha surgido debido a
una combinacion de factores. El descubrimiento de la penicilina estuvo directamente
relacionado con la inhibicién, ejercida por ese agente, del crecimiento de colonias
de estafilococos. Sin embargo, la posterior resistencia de este organismo a la
penicilina, asi como a otros agentes, ha marcado la historia en la era de los
antibidticos (27).

La entrada de los antibidticos a mediados del siglo XX en la medicina redujo
significativamente la morbilidad y mortalidad por infecciones bacterianas, pero las

bacterias patdgenas no fueron erradicadas, sino que se volvieron controlables (59).

Existe un hecho indiscutible de que el uso irracional de antibi6ticos junto a la alta
tasa de mutacion espontdnea y recombinacion genética de las bacterias, han
promovido la proliferaciéon, acumulacién y distribucion generalizada de bacterias
multidrogoresistentes (MDR) (46, 47, 48, 49, 50). Entre las causas mas comunes
del mal uso de medicamentos se encuentra la automedicacién, polifarmacia (uso
simultaneo o excesivo de varios medicamentos), uso inapropiado de antibidticos,
uso excesivo de medicamentos inyectables y prescripcion de medicamentos sin
seqguir las guias de practica clinica pertinentes (28, 54). Ademas, no se puede
exentar el uso excesivo de antimicrobianos en el sector agricola o agropecuario; por
ejemplo, en los animales de granja se emplean antibioticos para prevenir
infecciones y esta practica esta directamente relacionada con la aparicion de
bacterias MDR (51). Alrededor del 65 % de todos los antibidticos utilizados para el
tratamiento humano (incluidas las tetraciclinas y las penicilinas), se comercializan
para uso animal sin ninguna restriccion (29). Por lo tanto, las que solian ser

infecciones bacterianas facilmente tratables se estan volviendo mortales (30).



El aumento global progresivo y la diseminacion de bacterias MDR representan una
enorme amenaza para los humanos en la actualidad y una preocupacion principal
para la salud publica y los sistemas de atencion médica modernos (31, 60).
comparando las infecciones causadas por bacterias susceptibles, las causadas por
bacterias resistentes a multiples antibiéticos se asocian con una mayor incidencia
de mortalidad y una estancia hospitalaria prolongada (32). En 2019, se estimé que
alrededor de 4,95 millones de muertes estaban asociadas con la resistencia a los
antimicrobianos, con una estimacion que sugiere que causaran 10 millones de
muertes por afo en todo el mundo para 2050, superando las muertes por cancer
(33, 57, 75)

Por lo anterior, en las ultimas dos décadas, la resistencia a los antimicrobianos se
convirti6 en una amenaza global para los sistemas de salud publica en el mundo
(43). Desde la era de los antibidticos, su descubrimiento proporcioné beneficios
para la salud humana, sin embargo, el uso indebido y el abuso de los
antimicrobianos en la medicina veterinaria, agricola y humana han acelerado el

creciente fendmeno mundial de la resistencia (34, 117).

Por lo tanto, la creciente prevalencia de organismos resistentes a los antibioticos es
un problema relevante que ha sido reconocido por varias agencias internacionales,
incluidas, entre otras, la Organizacion Mundial de la Salud, el Banco Mundial y las

Naciones Unidas (52).

1.3 Bacterias de importancia medica

Debido al aumento alarmante de bacterias MDR, la OMS publico en 2017 la primera
lista de patégenos prioritarios resistentes a los antibidticos, describiendo doce
familias bacterianas que representan la mayor amenaza para la salud humana, y
que son responsables de muchas infecciones nosocomiales (55). La lista clasifica
los patégenos en tres niveles segun la urgencia del desarrollo de nuevos
antibidticos. El primer grupo representa a los patdégenos de prioridad critica, que
incluye Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosay miembros de la
familia  Enterobacteriaceae (Klebsiella, Escherichia  coli, Serratia y Proteus). El

segundo grupo es un grupo de alta prioridad que incluye a los patogenos:



Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp.,
Salmonellae y Neisseria gonorrhoeae. El Ultimo grupo contiene patégenos de prioridad
media como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Shigella spp. (35, 36,
56).

Otro patdégeno importante que no fue incluido en la lista, porque es objeto de otros
programas especificos, es el bacilo de la tuberculosis que ha infectado de forma
latente a un tercio de la poblacion mundial y cuya resistencia al tratamiento
tradicional ha ido en aumento en los ultimos afos (63). La tuberculosis (TB) es una
enfermedad infecciosa y contagiosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), un patégeno notablemente exitoso que infecta principalmente los
pulmones, lo que lleva al sindrome clasico de TB pulmonar (62). Ademas, todos los
demas drganos y tejidos, incluidos los ganglios linfaticos, el cerebro, los rifiones y
la columna vertebral, pueden verse afectados en un trastorno llamado TB

extrapulmonar (61, 64).

Hay diversos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos utilizados por los
patdbgenos ESKAPE (es decir, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa vy
especies de Enterobacter), que incluyen la inactivacién enzimatica, la modificacion
de los objetivos de los farmacos, el cambio de la permeabilidad celular a través de
la pérdida de porinas o el aumento de la expresion de las bombas de expulsién y la
proteccidon mecanica proporcionada por la formacion de biopeliculas. Esto da como
resultado la escasez de agentes terapéuticos potenciales en proceso que genera
preocupaciones reales, pero deberia impulsar la investigacion y el desarrollo de
nuevos antibidticos o nuevos enfoques para controlar las infecciones que causan
(58).

Segun la resistencia a los antibidticos, las bacterias multidrogoresistentes se
clasifican de la siguiente manera: la resistencia a multiples farmacos (MDR);
significa que es resistente a tres o mas clases de antimicrobianos. La resistencia
extrema a los medicamentos (XDR), implica que es resistente a un agente
antimicrobiano en todas las clases de antimicrobianos excepto dos o0 menos y

Pandrogo resistente (PDR), es un término utilizado para describir una cepa



bacteriana que es resistente a multiples clases de antibitticos, lo que la hace
extremadamente dificil de tratar. (42, 44). Todas las formas de resistencia a los
antibiéticos son preocupantes y subrayan la importancia de la prevencion y el control

de la resistencia a los antibidticos.

1.4 Péptidos antimicrobianos
Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas pequenas, generalmente

compuestos de 12 a 80 residuos de aminoacidos, pueden tener estructuras
secundarias de alfa hélice o lamina plegada beta, con caracteristicas anfipaticas
que les permiten ser soluble en medios acuosos, junto con una carga neta positiva
tipicamente de +2 a +13 (41, 64, 66, 69, 70). La naturaleza catidnica se atribuye a
la presencia de residuos de lisina (K) y arginina (R) (67). Su actividad principal es
inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos,

levaduras y protozoos (65, 71, 39).

La gramicidina, es el primer PAM descubrid, en 1939 a partir de la bacteria del suelo
Bacillus brevis y muestra actividad antibacteriana in vitro e in vivo contra bacterias
Gram-positivas (68). Hasta la fecha, hay 3569 péptidos antimicrobianos registrados
en la base de datos de péptidos antimicrobianos (https://aps.unmc.edu/; consultado
el 13 de enero del 2023).

Los PAMs se conservan evolutivamente en el genoma y son producidos por todas
las formas de vida, desde los procariotas hasta los humanos y son parte del sistema
de defensa inmune innatos que luchan contra las infecciones bacterianas invasivas
(38, 40, 78, 86).

1.4.1 Péptidos antimicrobianos del veneno de alacran

Los alacranes son aracnidos depredadores que por medio de un aguijon situado al
final de su cola inoculan un veneno que paraliza a pequefos artrépodos
(principalmente insectos) para alimentarse. Estos invertebrados han vivido por mas
de 450 millones en nuestro planeta y los componentes de su veneno han
evolucionado durante todo este tiempo, por ejemplo, las toxinas que afectan a

canales ionicos, se convirtieron a toxinas altamente especializadas, que son


https://aps.unmc.edu/

empleadas para defenderse de los depredadores y capturar a sus presas (81, 83,
89). La composicion de su veneno es altamente compleja y se han identificado,
toxinas, péptidos, enzimas, mucoproteinas, aminoacidos libres, nucledtidos, lipidos,
aminas, componentes heterociclicos, sales inorganicas y otras sustancias
desconocidas (82, 84, 85). Como se menciono antes, las toxinas se emplean para
la depredacion y defensa contra depredadores, algunas de estas modulan la funcién
de los canales i6nicos y los receptores en las membranas celulares excitables, y su
efecto es responsable de los multiples sintomas conocidos del envenenamiento.
Los péptidos aislados del veneno con actividad antimicrobiana, son uno de los
sistemas de defensa que tiene el alacran contra patégenos invasores del
compartimento donde se encuentran sus glandulas venenosas. Se conoce menos
del 1% de los 100, 000 péptidos que se estima que son producidos por los alacranes
(109, 110). Hasta el momento, los péptidos del veneno del alacran son los
compuestos PAMs mas estudiados, debido a su actividad de amplio espectro, a su
eficiente accion a bajas concentraciones y a su bajo potencial de inducir resistencia

en la célula blanco (88).

El primer PAM de alacran nombrado como defensina de alacran (3S-S) se reporté
en 1993. Este péptido se aislé del alacran Leiurus quinquestriatus y su actividad
antimicrobiana se evalué debido a que se encontré similitud estructural de su
secuencia con aquellas de las defensinas de insectos, las cuales presentan

actividad antimicrobiana (80).

Estos péptidos se dividen generalmente en dos grupos los que contienen cisteina y
los que no la contienen. Los PAMs que contienen cisteina, también conocidos como
defensinas, contienen tres o cuatro puentes disulfuro en sus estructuras vy, por lo
general, forman una a hélice estabilizada con cisteina y un pliegue de hoja B. La
mayoria de los PAMs derivados del veneno de alacran no contienen cisteina, estos
PAMs se pueden dividir en tres subfamilias segun la longitud de su secuencia: A)
Péptidos de cadena corta (< 18 aminoacidos) entre ellos podemos encontrar a IsCT,
IsCT2, meucin-13, meucin-18, BmKn22, VmCT1, VmCT2, StCT2, hp1404, stigmurin
y ctriposin (87, 91, 105). El PAM IsCT consta de 13 residuos de aminoacidos, este



péptido fue aislado del veneno del alacran Opisthacanthus madagascariensis, no
contiene cisteinas, tiene wuna estructura helicoidal y demostré actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (104, 106). Otro
ejemplo de PAMs de cadena corta es el péptido BmKn22, el cual tiene una actividad
inhibitoria de la formacion de biopeliculas, tanto en formacion como preformadas
de Pseudomonas aeruginosa (112); B) Péptidos de cadena intermedia (20 a 35
aminoacidos) dentro de los cuales podemos encontrar a: HsAp, HsAp2, HsAp3 y
HsAp4 que estan constituidos por 29 residuos de aminoacidos y que fueron aislados
de la glandula venenosa de Heterometrus spinifer (107, 108); C) Péptidos de
cadena larga (> 35 aminoacidos) La escorpina es un péptido catidnico aislado del
alacran Pandinus imperator que consta de 75 residuos de aminoacidos, tres puentes
disulfuro y posee una estructura unica el cual pose actividades antibacterianas y
antiplasmodiales (118). Otro péptido es la serrulina este péptido posee en su
estructura 37 residuos de aminoacidos, es péptido posee una actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos
filamentosos y levaduras, ademas no presenta citotoxicidad frente a los eritrocitos
humanos a altas concentraciones (111).

1.4.2 Mecanismo de Accion de la PAMs

Los péptidos antimicrobianos se han convertido en una clase atractiva de
antimicrobianos que matan a las bacterias a través de la perturbacion o la ruptura
de la membrana plasmatica, ocasionado por las caracteristicas anfipaticas y carga
positiva de los péptidos. lo anterior les permite unirse a la membrana bacteriana,
dando como resultado una pérdida de control sobre los flujos de iones a través de

la membrana y ocasionando la muerte de la bacteria (73, 76)

La fuerza impulsora inicial por la cual las moléculas peptidicas actuan contra las
baterias es la atraccion electrostatica ejercida por las cargas opuestas entre los
PAMs y las membranas bacterianas. La carga cationica de los PAMs es dada por
los residuos de aminodacidos arginina y lisina, mientras que las cargas negativas de
las membranas bacterianas son conferidas principalmente por lipidos como
fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) y lipopolisacaridos (LPS) en el caso de

bacterias Gram-negativas o acido lipoteicoico (LTA) en el caso de bacterias Gram-



positivas. Ademas, la interaccidon hidréfoba con las menbranas bacterianas induce
el plegamiento de los PAMSs, lo que contribuye a las propiedades antibacterianas de
estos péptidos. La carga positiva de los PAMs también proporciona una forma de
diferenciar células procariotas de eucariotas, dado por la alta abundancia de lipidos
neutros como fosfatidilcolina, colesterol, esfingomielina que le confiere una
superficie zwitteridnica a las membranas celulares de los mamiferos, lo que conduce
a una atraccién mas débil entre los péptidos catidnicos y las células huésped, que
es el origen de la selectividad celular observada de algunos PAMs (72, 77, 113,
114).

Hay una serie de mecanismos propuestos por los cuales los PAMs ocasionan esta
disrupcion en la membrana bacteriana: Barril-pentagrama, Poro toroidal y Modelo
de alfombra (figura 1). En el mecanismo de Barril-pentagrama la regién hidrofobica
se alinea hacia la porcion lipidica, y la region hidrofilica forma la porcion interior del
poro (115). En el Modelo de alfombra, los péptidos se unen electrostaticamente a la
membrana celular cargada negativamente de tal manera que se extienden por todas
partes. Por el contrario, los péptidos en el mecanismo de Poro toroidal estan sin un

orden insertados en la membrana causando un desequilibrio en esta (116).
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Figura 1. Mecanismos de accion de los PAMs. En presencia de bacterias Gram-
negativas (A), los PAMs deben cruzar la membrana fosfolipidica externa para
posteriormente, atravesar la capa de peptidoglicano antes de alcanzar la
membrana interna. En las bacterias Gram-positivas (B), los PAMs primero
deben atravesar una gruesa pared celular de peptidoglicano antes de
acceder a la membrana citoplasmatica. Una vez que alcanzan la bicapa
fosfolipidica, inducen la perturbacion a través de la formacién de poros por
medio de alguno de estos mecanismos (D): (i) Modelo de alfombra, (ii) Barril-
pentagrama o (iii) o modelo de Poro toroidal dependiendo de la composicion
peptidica (Vanzolini et al. 2021) (74).



2. ANTECEDENTES

Li et al. identificaron un nuevo PAM cationico, Hp1404 aislado del veneno del
alacran H. petersii donde este péptido demostré una potente actividad

antimicrobiana especifica contra bacterias Gram-positivas (120).

Harrison et al. caracterizaron tres PAM del veneno de Scorpion Maurus palmatus 'y
demostraron que Smp24 como el Smp43 tienen actividad antimicrobiana de amplio

espectro, alterando las membranas bacterianas (92).

Fan et al. Identificaron el PAM Ctriporin aislado de veneno del alacran Chaerilus
fricostatus 'y evidenciaron una actividad antimicrobiana eficaz contra
Staphylococcus  aureus, Bacillus  thuringiensis, Bacillus  subtilis, Micrococcus
luteus y Candida albicans, y su mecanismo de accion es a través de lisis celular en

patdgenos resistentes a los antibidticos (147).

Ramirez et al. evaluaron las actividades antimicrobianas de 16 PAM naturales y
artificiales derivados del veneno del alacran endémico de Australia Urodacus
yaschenkoi frente a bacterias L. monocytogenes, L. grayi, L. fleischmannii, S.
aureus, M. luteus, E. coliy P. aeruginosa . M. luteus obteniendo una inhibicién

completa en presencia de D10 o D11 a 0,25 pyM (148).

Kim et al. disefiaron nuevos péptidos analogos basados en Hp1404 aislados del
veneno del alacran Heterometrus petersii y demostraron que Hp1404-T1e era el
analogo con la actividad mas potente contra las cepas de Pseudomonas
aeruginosa, sin mostrar actividad hemolitica, ni toxicidad hacia los glébulos rojos de

ratén o las células HaCaT (149).

Gaomin et al. identificaron el PAM Marcin-18 del veneno de Mesobuthus martensii,
demostrando actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas (150).

Amorin et al. (2019). disefaron los analogos StigA25 y StigA31 a partir del PAM

Stigmurin del alacran Tityus stigmurus y mostraron que estos analogos poseian una



actividad antimicrobiana en bacterias Gram-positivas importantes desde el punto de

vista médico, incluso superior a la presentada por Stigmurin (151).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Luna et al. Realizaron el transcriptoma completo de la glandula del veneno de
alacran Urodacus yaschenkoi identificando un total de 210 secuencias nucleotidicas
diferentes que codifican 111 toxinas, péptidos y proteinas en el veneno de Urodacus

yaschenkoi y entre los péptidos se identificaron Uy234, Uy192 y Uy17 (119).

Cesa-Luna, evalué la estructura, actividad hemolitica y bactericida de cuatro PAMs
sintéticos del alacran Urodacus yaschenkoi (Uy234, Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP).
Donde demuestra que los PAMs poseen una actividad antimicrobiana ante
diferentes cepas bacterianas. El péptido Uy234 evidencio una potente actividad
inhibitoria ante aislados clinicos MDR de Streptococcus, de igual manera QnCs-
BUAP. También efectua la combinacion de QnCs-BUAP con los demas péptidos,
donde la combinacion de Uy234 y QnCs-BUAP incrementd la actividad bactericida
contra Burkholderia cepacia, lo que sugiere un efecto sinérgico ya que Burkholderia

cepacia es resistente a la exposicion de los péptidos de forma independiente. (71).

3. JUSTIFICACION
La aparicién de multirresistencia a antibiéticos (MDR) en bacterias patégenas

se ha vuelto alarmante en las ultimas décadas. El uso irracional de antibiéticos a
promovido la proliferacion, y distribucion de estas bacterias MDR que provocan
enfermedades infecciosas en todo el mundo. Es por ello que en la actualidad existen
terapias farmacolégicas limitadas dirigida a estos patdégenos, con diversos efectos
adversos y cada vez menos eficaz, limitando las opciones terapéuticas en el

tratamiento de infecciones ocasionadas por estas bacterias.

Es por ello que se ha vuelto de gran importancia la busqueda de agentes
terapéuticos con eficacia y baja toxicidad. En los ultimos afios se ha evaluado la
actividad antimicrobiana de diversos péptidos de diferentes especies de alacranes



contra bacterias provenientes de aislados clinicos, donde se muestras una actividad
antimicrobiana significativamente rapida, inespecifica y de multiples impactos, lo
que mas resulta es la baja probabilidad de que las bacterias presenten resistencia
ante estos péptidos. Debido a lo cual, en este trabajo experimental se evaluaron los
péptidos Uy234, aislado del veneno del alacran australiano Urodacus yaschenkoi, y
el péptido QnCs-BUAP, péptido consenso disenado en el laboratorio de ecologia
molecular microbiana, contra aislados clinicos MDR con el fin de aportar una opcion
terapéutica para infecciones bacterianas de dificil tratamiento debido a la

multirresistencia a antibidticos.

4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos Uy234 y QnCs-BUAP contra

aislados bacterianos de interés clinico

4.1. Objetivos particulares

o Seleccionar diversas bacterias Gram-Positivas y Gram-Negativas de interés
clinico.
o Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de los péptidos Uy234 y QnCs-

BUAP contra bacterias Gram-Positivas y Gram-Negativas de interés clinico.

o Evaluar in vitro la actividad sinérgica antimicrobiana de los péptidos Uy234 y
QnCs-BUAP contra bacterias Gram-Positivas y Gram-Negativas de interés clinico.

o Evaluar la actividad hemolitica de la combinacién de los péptidos Uy234 y

QnCs-BUAP en eritrocitos humanos.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sintesis y resuspension de los PAMs
Los PAMs fueron sintetizados por la empresa Biomatik (Ontario, CA) con amidacién

en el sitio C-terminal y purificados mediante HPLC con una pureza mayor al 95%.
Los PAMs se encontraban en estado liofilizado, por lo que tuvieron que
resuspenderse en acetonitrilo:H20 en proporcion 1:4, dependiendo de su
solubilidad, para evitar la formacién de precipitados. De acuerdo con el test de
solubilidad realizado por Biomatik, los péptidos Uy234 y QnCs-BUAP fueron



resuspendidos en 10 mL de acetonitrilo-H20 (1:4) obteniendo una concentracion
final de 503.67 uM y 711.38 uM respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los PAMs.

Péptido Secuencias de aa Peso molecular Longitud de (aa) Carga neta
(Da)
Uy234 | FPFLLSLIPSAISAIKRL-NH2  1985.46 18 +3
QnCs-Buap FFSLIPSLISGLI-NN2 1405.72 13 +1

5.2 Cepas utilizadas
En este trabajo se evaluaron las siguientes cepas bacterianas: Salmonella entérica

SL 1344, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, Klepsiella pneumoniae ATCC
700603, Bacillus subtilis 168, Enterococcus mundtii 43166, Enterococcus faecalis
24212, Enterococcus gallinarum 55-1228 Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus
6N3, Staphylococcus aureus 18F1 ambos aislados clinicos (MDR) (Cepas donadas
por el Departamento de Microbiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de Meéxico, Cuernavaca, Morelos, México.),
Mycobacterium tuberculosis 18ex, Mycobacterium tuberculosis 30ex vy
Mycobacterium tuberculosis 36ex aislados clinicos (MRD) (Cepas donadas por el
Centro de Investigacion de Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma Benito Juarez de Oaxaca.)

5.3 Ensayo de actividad hemolitica

La toxicidad de la combinacion de los péptidos para el sistema de los mamiferos se
evalué en funcion de la prueba hemolitica mediante la medicidon de la hemoglobina
liberada de los globulos rojos rotos, se utilizaron eritrocitos de humano provenientes
de un donador sano. Las muestras fueron recolectadas por venopunciéon y
cuantificadas en un citdmetro de flujo (MACSQuant, Miltenyi Biotech) obteniendo
una concentracion celular de 4.4 x 108 células/mL. Los eritrocitos recolectados
fueron lavados con buffer PBS 1X pH 7.4 a 5000 rpm durante 5 minutos. Una vez
realizado el lavado, se colocaron 195 uL de la suspensidén celular en tubos
Eppendorf y se agregaron 5 L de las diferentes concentraciones (50, 25, 12.5, 6.25

y 3.12 uM) de los PAMs evaluados en los ensayos de CMB. Los tubos se incubaron



durante 1 hora a 37 °C. Como control positivo se utilizd Triton X-100 al 10% (100%
de lisis), y como control negativo, buffer 1X PBS. Después del periodo de
incubacion, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm, los
sobrenadantes se trasladaron a microplacas de 96 pozos y se midio la absorbancia
a 570 nm en un lector de microplacas (BIOTEK®/KC4TM) (119). Las muestras se
evaluaron por triplicado y la actividad hemolitica se determiné utilizando la siguiente

féormula:

% Hemdlisis = (A peptido) 100
0 HEMOUSIS = A Triton X — 100) ™

5.4 Actividad antimicrobiana

5.4.1 Difusion en disco y pozo
La actividad antimicrobiana de Uy234 y QnCs-Buap se analizdé ante bacterias

sensibles y resistentes a antibidticos mediante el método de difusion en disco de
Kirby-Bauer en disco y difusion en pozo de agar de acuerdo con las pautas de
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Para la difusion en pozo, los
cultivos bacterianos se extendieron en placas de agar Luria Bertani, luego se
perforaron los pozos en las placas de agar y se colocaron en los pozos 50 L de los
péptidos a diferentes concentraciones. La actividad antibacteriana se detecto
después de una incubacién de 24 horas a 37 °C. La presencia de una zona de
aclaramiento en las placas, se us6 como indicador de la naturaleza antimicrobiana
de los péptidos. Como control positivo se usé CinnAcar (Extracto de canela al 15%)
y, como controles negativos, 1:4 acetonitrilo:agua y agua estéril. Se llevaron a cabo
tres réplicas de cada prueba de actividad antimicrobiana.

5.4.2 Determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y

concentracién minima bactericida (CMB)
Para este ensayo se realizé la metodologia de microdilucién en caldo de acuerdo

con Li et al., (120) con ligeras modificaciones. Se realizaron diluciones dobles del
péptido Uy234 y del péptido QnCs-BUAP en microplacas de 96 pozos (Costar®
3595). La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los péptidos se determind por
triplicado utilizando el método de microdilucion en una microplaca estéril de 96

pozos, seguido del protocolo con algunas modificaciones. Brevemente, las bacterias



analizadas se inocularon en 5 ml de caldo Luria (Luria Bertani LB) se incubaron
durante la noche a 37 °C con agitacion a 180 rpm. Los cultivos de toda la noche se
volvieron a cultivar en caldo nutritivo y se incubaron en las mismas condiciones. Una
vez que alcanzo la D.O. DE 600, los cultivos se diluyeron hasta que la concentracion
final alcanzd aproximadamente 5 x 10° CFU/mL y se usaron para las bacterias

analizadas.

Se prepararon en los pocillos diluciones en serie de los péptidos diluidos en caldo
nutritivo y con volumen final de 100 yL en cada pocillo con concentraciones que
oscilaban entre 3.12 a 100 yM. Posteriormente, se agregaron 5 pL de las cepas
bacterianas a evaluar a los pocillos y se incubaron a 37 °C durante 16-24 h. Tras la
incubacion, se determind la DOsoo de cada pocillo. La concentracion mas baja que
inhibid el crecimiento bacteriano se definié como la concentracion minima inhibitoria,
MIC. Para determinar la concentracién minima bactericida (CMB) se utilizé un
replicador metalico de 8 x 6 (Sigma-Aldrich) con el cual se recolectaron las muestras
de los pozos y se sellaron en placas de agar LB. La CMB se estimé como la
concentracion mas baja que logro la muerte de la bacteria total del crecimiento
bacteriano. Los péptidos fueron evaluados por triplicado.

5.4.3 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) para

Mycobacterium tuberculosis
El ensayo de microdilucidn para Mycobacterium tuberculosis se llevd a cabo segun

el protocolo descrito por Palomino et al con algunas modificaciones
(121). Brevemente, se dispensaron 100 pl de caldo Middlebrook 7H9 en cada pocillo
de una placa estéril de 96 pocillos, y se prepararon diluciones seriadas dobles de
cada péptido directamente en la placa con concentraciones que oscilaban entre 3.12
a 100 yM con un volumen final de 95 ul en cada poso. Se anadieron 40 microlitros
de indculo a cada pocillo. También se incluyd un control de crecimiento y un control
estéril para cada aislado. Se afnadié agua estéril a todos los pocillos del perimetro
para evitar la evaporacion durante la incubacion. La placa se tapé, se sellé en una
bolsa de plastico y se incubd a 37°C en atmdsfera normal por 14 dias. Después de
14 dias de incubacion, se agregaron 30 pl de la solucion, indicadora de viabilidad

celular, resazurina (la resazurina permite realizar pruebas colorimétricas rapidas de



susceptibilidad a diversos compuestos contra aislados de micobacterias en
condiciones aerobicas, en las que la forma oxidada azul no fluorescente del tinte se
reduce en el entorno de las células vivas para formar resorufina, que es rosa y
fluorescente) a cada pocillo y la placa se incubo durante la noche. Un cambio de
color de azul a rosa indicé el crecimiento de bacterias, y la CMI se defini6 como la
concentracion mas baja del péptido que impidié este cambio de color.

5.4.4 Evaluacion de la actividad sinérgica antimicrobiana

La accion antimicrobiana combinada de los AMP y otros compuestos
antimicrobianos se evalué condiciones similares a las del ensayo de microdilucion
(138). El componente A (péptido) de la combinacion se diluyo a lo largo de las filas
de la placa partiendo de una concentracion de 6.25 hasta .097 yM, mientras que el
componente B (antibidtico), se diluy6 en las columnas, creando asi la variedad de
mezclas con diferentes concentraciones que oscilan 2.75 hasta 0.08 yM de
compuestos probados. Se afiadieron 95 pL de las soluciones correspondientes de
los componentes A y B a cada pocillo de la placa. Por tanto, todos los pocillos
contenian 95 pL de soluciones de compuestos antimicrobianos (solos o en
combinacién). EI mismo volumen de suspension bacteriana, preparado como se
describe para el ensayo de microdiluciéon, se afiadi6é a cada pocillo. Los resultados
se registraron después de la incubacion durante la noche, se determiné la DOsoo de
cada pocillo. La concentracion mas baja que podia inhibir el crecimiento bacteriano

se definié como MIC.

6. RESULTADOS

6.1 Actividad citotéxica de los PAMs Uy234 Y QnCs-BUAP contra eritrocitos
humanos
Para evaluar la actividad citotoxica de los péptidos antimicrobianos, se evalud la

actividad hemolitica de los péptidos frente a eritrocitos humanos. Las actividades
hemoliticas de los péptidos se observan en la figura 1, la combinacién de los
péptidos demostré un bajo porcentaje hemolitico, incluso a la concentracion de 100
MM el porcentaje hemolitico no fue mayor a 3.5%, por lo tanto, estos péptidos

demuestran una baja actividad hemolitica contra eritrocitos humanos.
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Figura 2. Actividad hemolitica de los péptidos Uy234 + QnCs-BUAP contra glébulos
rojos humanos después de 1 h de incubacion, como control positivo se utilizd Tritdn
X-100 al 10% (100% de lisis), y como control negativo, buffer 1X PBS (0% de lisis).
6.2 Actividad en ensayo por difusiéon en disco de los PAMs Uy234 Y QnCs-

BUAP
Con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos, se realizé ensayos

por difusion en disco y se obtuvieron los siguientes resultados. Los péptidos Uy234
y QnCs-BUAP no mostraron una actividad visible ante Salmonella entérica SL 1344,
Acinetobacter baumannii ATCC 17978, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 a las
diferentes concentraciones evaluadas de los péptidos a excepcion de la cepa de S.
aureus ATCC 29213 donde se observa un ligero halo de inhibicion, no significativo,
pero diferente a las demas cepas a una concentracion de 503.67 uM para Uy234 y
711.38 pyM para QnCs BUAP (ver Figura 3).



Fig. 3 Actividad antimicrobiana de los péptidos utilizando el método de
difusién en disco. A) S. enterica SL1344, B) A. baumannii ATCC 17978 C) K.
pneumoniae ATCC 700603 D) S. aureus ATCC 29213. Pozos 1. Uy234 (503.67
pMM) 2. Uy234 (100 uM) 3. QnCs-Buap (711.38 uM) 4. QnCs-Buap (100 uM) 5. Agua
estéril 6. Agua-Acetonitrilo (1:4) 7. CinnAcar (15%.)

6.3 Actividad antimicrobiana de los PAMs Uy234 Y QnCs-BUAP en ensayo

por difusion en pozos
Los péptidos Uy234 y QnCs-BUAP se evaluaron por el método de difusién en pozo

donde nuevamente no se observo actividad contra Salmonella entérica SL1344,
Acinetobacter baumannii 17978 y Klebsiella pneumoniae 700603, pero si en la cepa
de Staphylococcus aureus ATCC 29213 con las concentraciones 711.38 uM para
QnCs BUAP y 503.67 uM para Uy234 con halos de inhibicién de 11 mm para QnCs-
Buap y 12 mm para Uy234. En la concentracion de 100 uM unicamente se produjo
un halo de inhibicion, de 8 mm, por parte de Uy234 (Figura 4D)., con base a este
resultado se probd una nueva cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 43300
(MRSA) y dos aislados clinicos MDR Staphylococcus aureus 6N3 y Staphylococcus
aureus 18F1 donde se observa una actividad por parte del péptido Uy234 en todas
las cepas, produciendo un halo de inhibicién 12 mm en la concentracion maxima del
péptido, en la concentracién de 100 uM de este mismo, formé un halo de inhibicion
de 9mm (Figura 5). Esta mayor actividad ejercida por el péptido Uy234 podria ser el
resultado de que posee una mayor carga positiva.



Fig. 4 Actividad antimicrobiana de los péptidos utilizando el método de
difusidén en pozos. A) S. enterica SL1344, B) A. baumannii ATCC 17978 C) K.
pneumoniae ATCC 700603 D) S. aureus ATCC 29213. Pozos 1. QnCs-Buap
(711.38 pM) 2. QnCs-Buap (100 uM) 3. Uy234 (503.67uM) 4. Uy234 (100 uM) 5.-
Agua estéril 6. Agua-Acetonitrolo (1:4) 7.- CinnAcar (15%).

Fig. 5 Actividad antimicrobiana de los péptidos

utilizando el método de difusién en pozbs y cepas
de Staphylococcus aureus. A) Staphylococcus aureus ATCC 43300 MRSA, B)
Staphylococcus aureus 6N3, C) Staphylococcus aureus 18F1. Pozos 1. Uy234
(503.67 pM) 2. Uy234 (100 uM) 3.- QnCs-Buap (711.38 uM) 4.- QnCs-Buap (100
pMM) 5. Agua estéril 6. Agua-Acetonitrilo (1:4) 7. CinnAcar (15%).

6.4 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida del
péptido Uy234
Con el objetivo de determina la concentracion minima inhibitoria (CIM) de las cepas

S. enterica SL 1344, A. baumannii ATCC 17978, K. pneumoniae ATCC 700603,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300 (MRSA),
Staphylococcus aureus 6N3, Staphylococcus aureus 18F1, Bacillus subtilis spp.,



Enterococcus gallinarum 55-1228, Enterococcus mundtii E-5 ATCC, Enterococcus
faecalis 24212 se realizaron ensayos de microdilucién en placas de 96 posos
evaluando diferentes concentraciones de los péptidos que oscilan de 3.12 hasta 100
MMy realizando cada ensayo por triplicado para la concentracion minima bactericida
(CMB) se determiné replicando la placa de 96 posos del ensayo de microdilucion a
una placa de agar donde se determind a que concentracion de los péptidos mato a

las bacterias donde se obtuvieron los siguientes resultados.

El péptido QnCs-Buap no demostro una actividad antimicrobiana importante contra
ninguna de las cepas. El péptido Uy234 no demostré una disminucién significativa
en el crecimiento contra Salmonella entérica SL1344, Klebsiella pneumoniae
700603 Enterococcus gallinarum 55-1228, Enterococcus mundti E-5 ATCC y
Enterococcus faecalis 24212, pero si contra Acinetobacter baumannii ATCC 17978
inhibiendo el crecimiento a una concentracion 50 uM y Bacillus subtilis spp. a una
concentracion de 25 uM. Uy234 mostré una actividad antimicrobiana superior ante
todas las cepas de Staphylococcus aureus inhibiendo el crecimiento a una
concentracion de 6.25 uM.

Las unicas cepas donde se presentd una actividad bactericida por parte del péptido
Uy234, fueron todas las cepas de Staphylococcus aureus a una concentracion 12.5
MMy Bacillus subtilis spp. a una concentracion 50 uM (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) de los péptidos Uy234 y QnCs-Buap.

Uy234 [uM] QnCs-Buap [uM]
Cepas Bacterianas CMI CMB CMI CMB
S. enterica SL 1344 >100 >100 >100 >100

A. baumannii ATCC 17978 50 >100 >100 >100



K. pneumoniae ATCC 700603  >100 >100 >100 >100

Staphylococcus aureus ATCC 6.25 12.5 >100 >100
29213

S. aureus ATCC 43300 MRSA  6.25 12.5 >100 >100
Staphylococcus aureus 6N3 6.25 12.5 >100 >100
Staphylococcus aureus 18F1 6.25 12.5 >100 >100
Bacillus subtilis 168. 25 50 >100 >100
Enterococcus gallinarum 55- >100 >100 >100 >100
1228

Enterococcus mundtii E-5 >100 >100 >100 >100
ATCC

Enterococcus faecalis 24212 >100 >100 >100 >100
Mycobacterium  tuberculosis >100 - >100 -
18ex

Mycobacterium  tuberculosis >100 - >100 -
30ex

Mycobacterium  tuberculosis >100 - >100 -
36ex

La concentracion de los péptidos evaluadas oscila desde 3.12 hasta 100 [uM]. (>)

mayor de la concentracién evaluada, (-) sin determinar



6.5 Actividad antimicrobiana de los PAMs Uy234 Y QnCs-BUAP contra
Mycobacterium tuberculosis
Se evalud la actividad antimicrobiana de los péptidos Uy234 y QnCs BUAP a

diferentes concentraciones que oscilan de 3.12 hasta 100 uM, por medio del ensayo
de microdilucién con resazurina, tanto el péptido Uy234 como QnCs-BUAP no
presentan una actividad contra los aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis
18ex, 30ex y 36ex y esto fue corroborado por el cambio de coloracion de la reazurina
a las 2 y 24 hrs posteriores de su colocacién en los pozos la coloracion inicial fue
azul que se tornd color rosa indicando el crecimiento normal de Mycobacterium

tuberculosis (Figura 6).
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Figura 6. Actividad antimicrobiana de los péptidos Uy234 y QnCs-Buap
utilizando el método de microdilucion con resazurina. A) coloracion después de
2 hrs de exposicion a rezasurina, B) coloracién después de 24 hrs de exposiciéon a
rezasurina.

6.6 La combinacion del péptido Uy234 con un antibiético no muestra

sinergismo
Con el objetivo de determinar la actividad sinérgica de una mezcla

péptido/antibidtico, se realizé una combinacién el péptido Uy234 con el antibiético
Vancomicina (tratamiento de eleccién frente a cepas MSRA) para evaluar la
actividad antimicrobiana frente a las cepas S. aureus ATCC 43300 (MRSA) vy los
aislados clinicos Staphylococcus aureus 6N3, Staphylococcus aureus 18F1 ambos

MRSA obteniendo estos resultados.



La combinacion del péptido Uy234 y vancomicina, no demostré una actividad
sinérgica contra ninguna de las cepas evaluadas (Figura 7), las concentraciones
iniciales corresponden a la CMI de Uy234 determinada en los ensayos anteriores

que fue de 6.25 yM y las CMI de vancomicina reportada por el CLSI 2.75 pM.
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Figura 7. Evaluacion del sinergismo de la combinacién del péptido Uy234 y
vancomicina. A) Actividad antimicrobiana individual de vancomicina contra
Staphylococcus aureus ATCC 43300, B) Actividad antimicrobiana individual del
péptido Uy234 contra Staphylococcus aureus, C) Actividad antimicrobiana de la
combinacion de Uy234 y vancomicina contra el aislado clinico Staphylococcus
aureus 18F1, D) Actividad antimicrobianas de la combinacion de Uy234 vy
vancomicina contra Staphylococcus aureus 4330, E) Actividad antimicrobianas de
la combinacién de Uy234 y vancomicina contra el aislado clinico Staphylococcus

aureus 6N3.

7. DISCUSION
En los ultimos afnos, el incremento de cepas bacterianas multidrogo-resistentes

(MDR) representa un importante problema de salud publica a nivel mundial (122).



Desafortunadamente, la frecuencia de resistencia bacteriana ha sido superior al
desarrollo de nuevos antibiéticos lo que, aunado al uso irracional de antibiéticos,
hace que el tratamiento de infecciones por bacterias MDR sea un verdadero desafio,
restringiendo las alternativas terapéuticas. Por lo anterior, la investigacion global se
centra en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos como los péptidos
antimicrobianos (PAMs) (84). Sin embargo, pocos péptidos antimicrobianos
aislados del veneno de los alacranes han sido caracterizados y evaluados contra
bacterias MDR (89, 124, 125, 126). Con el fin de ampliar el numero de PAMs
candidatos para posibles tratamientos contra microorganismos
multidrogoresistentes (MDR), en el presente trabajo se evalué la actividad
hemolitica y antimicrobiana de dos PAMs sintéticos obtenidos a partir de secuencias
reportadas por Luna-Ramirez et al. (119) y que sufrieron una modificacion la
amidacion de su residuo C-terminal; Uy234 procedente del veneno del alacran U.
yaschenkoi y QnCs-BUAP, el cual es un péptido consenso de péptidos de alacran
de cadena corta.

Como primer paso, se evalu6 el porcentaje de hemolisis de la combinacion Uy234-
QnCs-BUAP. Como resultado tenemos que provocaron menor al 4% de hemolisis
en eritrocitos humanos, siendo este menor que el reportado por Cesa-Luna (71)
cuando evalud dicha actividad de estos péptidos por separado, y que ademas es
menor que el obtenido por Parente et al. al evaluar los péptidos StigA6 y StigA16
derivados igualmente del veneno de alacran (128), indicando asi que la combinacion
de nuestros péptidos no representa un riesgo importante en su uso.

Por otra parte, determinamos la actividad antimicrobiana de Uy234 y QnCs-BUAP
utilizando los métodos de disco y pozo descritos por Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI), lo que nos indicaria si nuestros péptidos tienen un efecto
bacteriostatico, para ello se utilizaron tanto cepas bacterianas ATCC como cepas
provenientes de aislados clinicos. En estos ensayos obtuvimos diferentes
resultados aun cuando se utilizanron las mismas concentraciones de péptidos,
siendo por el método de pozo en donde se observo una mejor actividad del péptido
Uy234, y no asi del QnCs-BUAP, pudiendo deberse principalmente a que por pozo

los péptidos no se someten a interacciones electroestaticas con los iones hidroxilo



("'OH) de las moléculas de glucosa que conforman a la celulosa lo que retiene al
péptido en la superficie del papel filtro por su naturaleza catidonica como estaria
sucediendo en el método de difusion en disco, como lo describié Valgas et al., (156)
lo que explicaria por qué en el ensayo por difusion en disco no obtuvimos resultados.
Por otra parte, el efecto inhibitorio del péptido Uy234 se observd unicamente en
cepas clinicas y ATCC de Staphylococcus aureus indicando que es muy probable
que la composicién de su membrana juegue un rol importante en la unién con el
péptido, en dicha composicion se encuentran enriquecidos lipidos como:
fosfatidilglicerol y cardiolipina cuyas cargas negativas podrian estar favoreciendo la
interaccién péptido-membrana como reportan algunos autores cuyos resultados son
similares (130, 131).

Adicionalmente, se evalué la actividad de los péptidos por el método de
microdilucién con el fin de determinar la CMI de nuestros péptidos sobre diversas
cepas de S. entérica, A. baumannii, K. pneumoniae, S. aureus, B. subtilis, E.
gallinarum, E. mundltii, E. faecalis, M. tuberculosis. Se obtuvo que el péptido Uy234
tuvo efecto sobre A. baumannii ATTC 17978 con una CMI de 50 pM, Bacillus subtillis
168 con una CMI de 25 uM y nuevamente el mayor efecto se observé en S. aerus
con una CMI de 6.25 uM. Nuestros resultados muestran un efecto similar al
reportado por Zhao et al. (131), con el péptido lausporin-2 derivado del veneno de
un alacran. Asimismo, la discrepancia de nuestros resultados obtenidos a través de
los 3 métodos sobre A. baumannii, nos indican que a diferencia de los métodos de
difusioén en disco y pozo, que fueron sdlidos y en los cuales no se habia registrado
efecto sobre esta bacteria, podria deberse a que el uso del método de microdilucion
propicia a una mayor biodisponibilidad del péptido optimizando las interacciones
electroestaticas logrando asi envolver por completo a la membrana externa
bacteriana ocasionando una disrupcion de ésta. Por otra parte, se determiné la
actividad antimicrobiana contra cepas clinicas de Mycobacterium tuberculosis y en
las cuales no fue posible observar un efecto inhibitorio en ninguna de las diferentes
concentraciones evaluadas de ambos péptidos. Es muy probable que este resultado

se deba a que la gruesa capa lipidica de la pared celular impide la unién de nuestros



péptidos a la membrana (133, 134). Debido a esta complejidad, es por ello que
existen muy pocos estudios de nuevos compuestos antimicrobianos en contra de
M. tuberculosis (135).

Asi mismo, evaluamos la actividad bactericida (CMB) debido a que es clave en la
caracterizacion de péptidos antimicrobianos. La CMB se realizé a partir de un
sellado en placa para comprobar la ausencia de crecimiento bacteriano que
indicaria una actividad bactericida. En este ensayo obtuvimos que el péptido Uy234
presenta actividad bactericida a una concentracion de 50 yM contra cepas de B.
subtillis y de 12.5 uyM contra cepas de S. aureus, nuestros resultados son similares
a los reportados por Cesa-Luna y menores que los reportados por Erviana et al. en
donde obtiene una CMB por encima de 60 uM usando un péptido de alacran contra
B. subtilis y S. aureus (132). Con ello se logra determinar que Uy234 no solo tiene
un efecto bacteriostatico sino también bactericida en cepas de S. aureus y Bacillus
subtillis 168. Estos resultados se suman a la poca informacion que se tiene hasta el

momento sobre la actividad bactericida que pueden tener los PAMs.

Derivado de nuestros resultados de CMI y CMB, se decidié hacer ensayos con S.
aerus usando combinaciones de nuestro péptido Uy234 con vancomicina para
evaluar la posible actividad sinérgica entre estos compuestos. Sin embargo, la
combinacién entre Uy234 y vancomicina no mostro un efecto sinérgico ni tampoco
aditivo. Nuestro resultado puede deberse al mecanismo accién de la Vancomicina
ya que, al dirigirse a la sintesis de la pared celular, y el péptido Uy234 a la membrana
celular, la combinacion pudiera suprimir la actividad mutuamente. Ademas, este
resultado se alinea con otro estudio que se centré en una combinacion similar entre
vancomicina y colistina, donde la colistina desencaden6é cambios en la expresion

geénica en las bacterias, como la mutante resistente a la vancomicina (156)

Algunos PAMs de venenos de alacran muestran un gran potencial para inhibir el
crecimiento de un amplio espectro de bacterias, incluidos aislados clinicos MDR; sin

embargo, la alta citotoxicidad y la actividad hemolitica que algunos presentan limitan



su uso clinico (136, 137,139, 140). Sin embargo, las modificaciones pertinentes para
solventar estos efectos indeseables los convierten en candidatos potenciales a
farmacos para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos MDR

que de otro modo serian intratables (146).

8. CONCLUSIONES
En el presente estudio se demostré que el péptido antimicrobiano sintético del

alacran U. yaschenkoi, Uy234, posee una buena actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas principalmente ante Staphylococcus aureus MDR.
Ademas, presenta baja actividad citotdxica contra eritrocitos humanos, lo cual lo
hace un candidato ideal para el estudios y disefio de nuevos péptidos
antimicrobianos. Este péptido podria convertirse en una nueva propuesta de un
agente terapéutico para combatir infecciones causadas por cepas de

Staphylococcus aureus MDR.

9. CONSIDERACIONES ETICAS

El experimento relacionado con la actividad hemolitica de los péptidos
antimicrobianos fue aprobado por el comité de ética de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.
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