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RESUMEN 

 
La presencia de biofilms o biopelículas ha sido asociada con varias 

enfermedades infecciosas crónicas. La formación de estas estructuras apoya a los 

microorganismos a evadir la respuesta inmune y a protegerse contra ambientes y 

sustancias hostiles como los antibióticos comúnmente usados en la clínica 

(betalactámicos y aminoglucósidos). 

En los últimos años han tomado importancia los péptidos antimicrobianos; 

compuestos capaces de inhibir o erradicar las biopelículas. 

De importancia en este proyecto son las quimiocinas o péptidos derivados 

de éstas, que pueden actuar similar a los péptidos antimicrobianos. La región 

carboxilo de las quimiocinas es la responsable de su actividad antimicrobiana.  

En este trabajo se evaluó la actividad anti-biopelícula del péptido sintético 

derivado de la región carboxilo, de la quimiocina CCL13 al que se ha denominado 

CDAP-4. Se observó que su actividad contra biopelículas de Pseudomonas 

aeruginosa in vitro es a concentraciones mayores a 27.3 M. Además CDAP-4, 

inhibió de un 50 a 60 % la adherencia de la cepa prototipo de P. aeruginosa 

PAO1, y de un aislado clínico con fenotipo mucoide de la misma especie a 109.4 

M. Adicionalmente CDAP-4 disminuyó la biomasa de biopelículas preformadas y 

previno la adherencia de P. aeruginosa PAO1 en placas de poliestireno pre-

tratadas con el péptido. Por otra parte, CDAP-4 redujo hasta un 50% los halos de 

motilidad “swarming” de P. aeruginosa PAO1 a concentraciones debajo de la 

concentración inhibitoria; asimismo CDAP-4 aumentó el área de los halos de 

motilidad “twitching” para P. aeruginosa PAO1 y la disminuyó para el aislado 

clínico de P. aeruginosa 5278. Se observó, que CDAP-4 disminuyó las UFC 

intracelulares en células monocíticas THP-1, después de incubarse durante tres 

horas. Mientras que, en los cultivos de biopelículas y células THP-1, 

concentraciones de CDAP-4 desde 13.7 M. redujeron las UFC recuperadas 

posterior a tres horas de tratamiento. El péptido CDAP-4 afecta el establecimiento 

de biopelículas de P. aeruginosa por medio de mecanismos relacionados con la 

motilidad y mejora la actividad bactericida de las células THP-1.  
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 1 

INTRODUCCIÓN 

¿QUÉ ES UNA BIOPELÍCULA? 

Las bacterias pueden existir en la naturaleza de dos maneras, la forma 

planctónica que consiste en individuos de libre flotación o el estado sésil donde 

las comunidades están adheridas a una superficie conformando las biopelículas 

(1, 2). Una biopelícula es una comunidad de microorganismos adheridos a una 

superficie  que se encuentran infiltrados dentro de una matriz biopolimérica 

producida por los mismos microorganismos entre canales abiertos de agua (3). 

 

En muchas biopelículas, los microorganismos representan al menos el 

10-25% de la masa seca, mientras que la matriz representa el 75-90%. Se 

infiere que aproximadamente el 99% de las bacterias se encuentran viviendo en 

comunidades y solo un 1% se encuentra de forma planctónica (2, 4, 5).  

 

La destreza de las bacterias para formar biopelículas es una condición 

universal. Estas estructuras pueden formarse en ambientes naturales, 

superficies inertes, materiales industriales, dispositivos médicos, catéteres, 

implantes, etc. Las biopelículas tienen la característica de ser de 10-1000 veces 

más resistentes a los antibióticos de uso común que su contraparte plantónica, 

por lo que dificultan el tratamiento de infecciones (1, 6-8, 10). Se han 

encontrado biopelículas en superficies corporales como dientes, piel, tracto 

urinario, pulmón, intestino, miocardio, entre otras. Estas estructuras 

probablemente sean la causa del 65-80% de todas las infecciones microbianas 

(9).  

 

Hay numerosos beneficios que las comunidades bacterianas pueden 

obtener de la formación de biopelículas; una mayor resistencia, posiblemente 

debido al aumento en la porción de células bacterianas persistentes dentro del 

bipelículas y una protección física por parte de la matriz contra antibióticos, 
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desinfectantes, ambientes cambiantes y sistema inmune de un 

hospedero (4, 7-10). 

 

Formación de una biopelícula 

La formación de una biopelícula está dirigida por procesos fisicoquímicos y 

biológicos diversos. Characklis y Marsharl (2) describieron algunos pasos 

importantes de este proceso que son detallados a continuación: 

a) Capa de acondicionamiento 

Se necesita una base en donde las bacterias puedan adherirse y la 

biopelícula pueda crecer. Algunas superficies son más susceptibles que otras a la 

adhesión bacteriana. La capa de acondicionamiento, es una estructura que se 

forma sobre la superficie facilitando la unión bacteriana; esta capa se caracteriza 

por contener partículas orgánicas e inorgánicas provenientes del medio o el líquido 

que baña la superficie. Las partículas orgánicas e inorgánicas del medio, 

modifican las propiedades fisicoquímicas de la superficie, como el potencial 

electrostático y la tensión superficial permitiendo a las bacterias adherirse 

fácilmente. Esta estructura, constituye un sustrato que provee a las bacterias de 

nutrientes y anclaje. 

b) Adhesión reversible 

Las bacterias planctónicas se transportan del medio a la superficie 

acondicionada; una fracción es adsorbida en la superficie de manera reversible 

por fuerzas electrostáticas, fuerzas de Van der Waals, interacciones estéricas o 

apéndices como el flagelo. Son varios los fenómenos que afectan la adhesión de 

las bacterias a una superficie, principalmente la orientación con las bacterias se 

unen a la superficie, la energía disponible, la temperatura y la presión del medio o 

líquido en donde se encuentran sumergidas. Se creé que las bacterias con 

superficies celulares hidrofóbicas interaccionaran con mayor facilidad a superficies 

hidrofóbicas, mientras que los microorganismos con superficies hidrofílicas les 

será más difícil unirse a las superficies (11). 
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c) Adhesión irreversible 

La desorción bacteriana de la superficie después de que se ha dado el 

primer contacto es muy probable, pues la energía de activación de este fenómeno 

es baja; aún así, las bacterias logran adherirse de manera irreversible 

permaneciendo inmovilizadas. Se ha demostrado que los responsables de la unión 

irreversible son los apéndices bacterianos (flagelos, fimbrias y pilis). Los flagelos, 

pilis y fimbrias de las bacterias permiten superan la repulsión electrostática 

contactando con la superficie de la capa de acondicionamiento e incitando la unión 

superficie-bacteria.  

d) Crecimiento de la población 

Las bacterias adheridas comienzan a crecer exponencialmente a un ritmo 

dependiente de la disponibilidad de nutrientes y la naturaleza del ambiente. Las 

células hijas se extienden hacia afuera y hacia arriba para formar grupos o 

microcolonias; en este momento los fenómenos fisicoquímicos de adhesión dejan 

de ser los principales y dan lugar al proceso biológico, como la excreción de 

polisacáridos y polímeros para la adhesión intercelular. Estas acciones de 

crecimiento e interacciones bacterianas crean una estructura similar a una “seta”.  

e) Desarrollo de la biopelícula 

Después de que las bacterias se dividen exponencialmente, llegan a la fase 

estacionaria en la biopelícula, en la cual la tasa de crecimiento es igual a la tasa 

de muerte. Cuando hay altas concentraciones de células, diferentes mecanismos 

señal se activan (autoinductores), importantes para la comunicación célula-célula 

fenómeno denominado “quórum-sensing” (QS). 

En una biopelícula, la difusión de nutrientes es lenta, resultando en una 

comunidad bacteriana en la que algunas células son metabólicamente inactivas, 

influenciadas por la confinación en un espacio limitado. 
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La biopelícula termina con su ruptura, como consecuencia de que la 

comunidad produce enzimas que degradan los polisacáridos que las mantienen 

unidas y liberan bacterias superficiales activas que pueden colonizar nuevos 

sustratos, completando un ciclo adhesión-cohesión-biopelícula. 

 

“Quorum-sensing” 

El QS es un proceso de comunicación célula-célula que dirige el comportamiento 

colectivo bacteriano en respuesta a un aumento del tamaño poblacional y de la 

composición del medio. Se han descrito tres sistemas QS para P. aeruginosa: 

LasI, RhlR y PQS (señal quinolona de Pseudomonas). Los sistemas LasI y RhlR 

sintetizan moléculas de N-acilhomoserina lactona (AHL); N-butanoil-L-homoserino 

lactona y N-(3-oxo-dodecanoil-L-homoserino lactona respectivamente. Por otro 

lado el sistema PQS usa como señal a 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, estas 

moléculas son denominadas autoinductores, porque su acumulación estimula su 

propia síntesis en mayor proporción. (12) 

La función de los autoinductores  es controlar la expresión sincronizada de 

factores de virulencia en la comunidad, como la exotoxina A, la elastasa, 

proteasas, piocianina, además de genes relacionados con la motilidad en grupo y 

la formación de biopelículas. (12) 

Otras moléculas importantes producidas por este mecanismo QS son los 

ramnolípidos, estas moléculas funcionan como surfactantes y son necesarios para 

la formación de la biopelícula (13). 

BIOPELÍCULA DE Pseudomonas aeruginosa. 

P. aeruginosa es una bacteria gram-negativa, se considera un patógeno 

oportunista que vive en el suelo y agua; su adaptabilidad a diferentes ambientes y 

su resistencia a los antibióticos le permite sobrevivir en ambientes naturales y 

sintéticos, pudiendo colonizar dispositivos médicos, catéteres, prótesis, lentes de 

contacto, implantes y sondas. Además, es importante en infecciones nosocomiales 
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y de personas inmunocomprometidas ya que puede crecer en heridas de 

diabéticos, quemaduras o vías respiratorias de pacientes con ventilación mecánica 

y con fibrosis quística (FQ) (14,15). Esto último es de importancia ya que el 

ambiente en los pulmones con FQ es propicio para que P. aeruginosa modifique 

su fenotipo a uno mucoide y pueda desarrollarse en biopelículas. Por ello, P. 

aeruginosa ha sido un buen modelo para el estudio de estas comunidades 

microbianas (14). 

 La biopelícula de P. aeruginosa (Fig.1), como la mayoría de estas 

comunidades lo conforman las bacterias y la matriz. La matriz, es un gran conjunto 

de moléculas que como analogía, puede decirse que constituyen la “casa de las 

bacterias”, la matriz cubre las células bacterianas dentro de la biopelícula (7). 

La formación de una biopelícula de P. aeruginosa, comienza con la 

adhesión de una bacteria a la superficie, seguida por la motilidad asociada a una 

superficie y la formación de microcolonias. Las microcolonias evolucionan en 

biopelículas maduras junto con la secreción de exopolisacáridos. La arquitectura 

de las biopelículas de P. aeruginosa depende de la producción de la matriz 

formada por los polisacáridos, Pel, Psl y alginato (se explica más adelante en el 

texto), ADN extracelular, proteínas, fimbrias como Cup A, Cup B y Cup C que 

median la adhesión bacteriana durante el inicio, así como la lectina Lec B. (124) 

La matriz polimérica impide la difusión de algunos antibióticos por 

protección física, además disminuye la difusión del oxígeno, por lo tanto se induce 

un gradiente de que da lugar a distintas subpoblaciones bacterianas según su 

metabolismo favoreciendo bacterias persistentes. Las bacterias dentro de la 

biopelícula  aumentan la  expresión de enzimas como betalactamasas (AmpC) o 

de factores de resistencia como transportadores de antibióticos (MexA, MexB, 

OprM). La secreción de autoinductores estimula la producción de los ramnolípidos 

que inducen necrosis en neutrófilos. Como paso final hay bacterias planctónicas 

que se liberan de la biopelícula madura para colonizar nuevas superficies. (124) 
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Figura. 1 Biofilm de Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura. 1. Biopelícula de Pseudomonas aeruginosa. A) Etapas de la formación de la 
biopelícula. B) Componentes de la Matriz extracelular. C) Diferentes mecanismos de protección de 

la biopelícula: resistencia a antibióticos, gradientes de oxígeno, síntesis de ramnolipidos. Fuente: 
Hauser  and Ozer. Nature. (2011) (124) 

 

La matriz exapolimérica 

Los microorganismos en una biopelícula se encuentran infiltrados dentro de 

su propio material extracelular formado por un conjunto de diferentes tipos de 

biopolímeros llamados EPS (sustancias poliméricas extracelulares) que forman los 

andamios de la estructura tridimensional de las biopelículas y le confieren sus 

propiedades de adhesión, cohesión y protección a los microorganismos de la 

desecación, biocidas, oxidantes, algunos antibióticos, cationes metálicos, 

radiación UV y contra las defensas del sistema inmune del hospedero (8, 10, 16, 

17). La función de las EPS (Tabla 1) es proveer estabilidad, formar un polímero 

cohesivo y tridimensional que interconecta e inmoviliza transitoriamente a las 

células permitiendo la intercomunicación célula–célula. Esta matriz está 

compuesta de polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos, lípidos, pigmentos 

(piocianina y pioverdina), estructuras bacterianas como pilis, fimbrias, flagelos así 

como microvesículas extracelulares (4, 17). 

B

A 

C
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Tabla 1. Funciones de las  EPS en la biopelícula4 

Función Importancia Componentes 

relacionados 

Adhesión 
Permite la permanencia a largo plazo 

de la biopelícula en superficies. 

Polisacáridos, 

proteínas, ADN, 

moléculas anfifílicas. 

Agregación de 

células 

bacterianas y 

cohesión 

Establece puentes entre células por 

inmovilización de poblaciones 

bacterianas, favoreciendo altas 

densidades y el reconocimiento 

célula–célula. 

Polisacáridos, 

proteínas, ADN. 

Retención de 

Agua 

Mantiene un microambiente 

altamente hidratado alrededor de los 

microorganismos impidiendo su 

desecación. 

Polisacáridos hidrófilos 

y proteínas. 

Barrera 

protectora 

Confiere resistencia a defensas del 

sistema inmune específicas y no 

específicas, así como tolerancia a 

antimicrobianos, por impedimento 

estérico o al atrapar moléculas. 

Polisacáridos, 

proteínas 

Donador y 

aceptor de 

electrones 

Permite la actividad redox en la 

matriz. 

Proteínas que forman 

los pilis, pigmentos 

como la piocianina en 

P. aeruginosa. 

 

Existen otras proteínas asociadas a la matriz que reconocen fracciones de 

carbohidratos, facilitando las interacciones matriz-célula o célula-célula dentro de 

la biopelícula de P. aeruginosa denominadas lectinas (LecA y Lec B) que 

involucradas en la formación de la bipelícula. Esta bacteria presenta flagelos, pili 

tipo IV (TFP siglas en inglés) y fimbrias, considerados también componentes de la 
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matriz, y que tienen un papel como elemento adhesivo en interacciones superficie-

célula haciéndolas irreversibles (18). 

P. aeruginosa forma biopelículas por la producción de tres exopolisacáridos 

distintos: alginato, Pel (su nombre se debe a la película gruesa que se forma 

cuando se sobreexpresa el operon pel ) y Psl (nombre que proviene de: “locus” de 

síntesis de polisacárido, por sus siglas en inglés) (4,6, 8).  

El alginato es producido por cepas mucoides de P. aeruginosa, aisladas 

frecuentemente de pulmones de pacientes con fibrosis quística (FQ). El 

polisacárido Psl es importante en las primeras etapas de formación de la 

biopelícula secretándose antes que el alginato (6). Estos polisacáridos protegen a 

P. aeruginosa aumentando la fuerza de cohesión y formando una barrera 

fisicoquímica para diferentes amenazas del ambiente donde se encuentre (17). 

Los ambientes hostiles pueden activar señales que alteren la producción de 

estos polisacáridos. Por ejemplo, concentraciones subinhibitorias de muchos 

antibióticos no funcionan como microbicidas pero si activan señales que cambian 

la expresión génica para la sobreproducción de alginato (19-21). 

En pacientes enfermos de FQ, caracterizada por deficiencias en una 

proteína encarga del transporte de cloro en las células epiteliales (regulador de la 

conductancia transmembrana CFTR), existe una alteración de las concentraciones 

iónicas en órganos como el pulmón. El desequilibrio iónico en el pulmón propicia 

un ambiente que favorece el cambio de fenotipo de P. aeruginosa a uno mucoide 

dando lugar a sobreproducción de alginato. La sobreproducción de alginato está 

relacionada con mutaciones en el gen mucA, el cual codifica para un factor anti-

sigma de AlgT; importante en la expresión del operón de biosíntesis del alginato 

(22). Se ha observado que este fenotipo mucoide presenta una mayor resistencia 

a los antibióticos, respecto a los no mucoides, además de ser más eficaces en la 

formación de microcolonias dando lugar a biopelículas maduras más estructuradas 

(22). 
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P. aeruginosa produce pigmentos como la piocianina y pioverdina que 

también tienen un papel en el desarrollo de la biopelícula: la piocianina ayuda a 

mantener la viabilidad celular en los biopelículas, pues funciona como un 

intercambiador de electrones donde los aceptores como el O2 o el nitrato tienen 

difusión limitada manteniendo una tasa basal de respiración (23). Igualmente, la 

piocianina puede unirse al ADN extracelular aumentando su viscosidad y 

mejorando la biopelícula (24). 

MOTILIDAD Y BIOPELÍCULAS DE Pseudomonas aeruginosa. 

Otro punto significativo en la formación de biopeículas, son los mecanismos 

de motilidad bacteriana. Aunque las bacterias no móviles también son capaces de 

formar biopelículas, el estudio de este mecanismo en la formación de biopelículas 

es importante para bacterias gram-negativas como P. aeruginosa. Mutantes 

deficientes en cualquiera de los apéndices necesarios para moverse (flagelo, pilis) 

son menos eficientes en la creación de biopelículas (25). 

P. aeruginosa posee tres tipos principales de movimiento según la 

viscosidad del medio donde se encuentre, estos son: “swimming” en ambientes 

acuosos, “twitching” en superficies sólidas, “swarming” en medios semisólidos o 

viscosos. Tanto el “swiming” como el “swarming” son dependientes del flagelo, 

pero para el “twitching” es necesaria la expresión del pili tipo IV (TFP) (25). 

“Swimming” 

 

P. aeruginosa tiene un flagelo polar que funciona como propulsor para 

nadar en medios líquidos, lo presentan las bacterias en su estado planctónico y es 

guiado principalmente por gradientes de nutrientes (quimiotaxis). Esta motilidad 

está implicada en el primer paso de adherencia a la superficie, permitiendo que la 

bacteria pase de un medio líquido a una base sólida o más viscosa (27). 

“Swarming”  
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Figura. 2 Halo de Motilidad swarming de 
Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa puede moverse a lo largo de superficies semisólidas o 

viscosas gracias a un fenómeno denominado “swarming”. Este mecanismo implica 

movimientos rápidos y coordinados  de una población bacteriana, “parecidos a los 

de una parvada”. Se ha descrito que el QS controla esta motilidad por la expresión 

de enzimas que producen biosurfactantes, llamados ramnolípidos (26). El 

“swarming” es dependiente del flagelo, la densidad celular, la cantidad de 

nutrientes y de las condiciones de humedad de la superficie. Es necesario el 

contacto e interacción con un sustrato sólido para que este movimiento se 

induzca, por lo que representa un estilo complejo de adaptación en respuesta al 

ambiente. P. aeruginosa presenta frecuentemente un crecimiento representado 

por una colonia con dendritas (Fig. 2), las bacterias migran lejos del punto de 

inoculación, por lo que se ha propuesto que el “swarming” es orientado 

quimiotácticamente (26-30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se mencionó, para que la bacteria se mueva por este mecanismo es 

necesario que haya condiciones específicas en el medio. En particular, P. 

aeruginosa se ha adaptado para crear un ambiente favorecedor donde pueda 

desarrollarse en ese sentido; la presencia de surfactantes denominados 

ramnolípidos que son secretados por la comunidad bacteriana y su secreción 

regulada por el QS, permiten a las bacterias moverse a través de las superficies 

Figura 2. Halo de motilidad “swarming” de 

Pseudomonas aeruginosa. La estructura 

comúnmente formada por varias cepas de esta 

bacteria es una colonia central de donde 

emergen dendritas alrededor. Fuente: Foto del 

control de un aislado clínico de P. aeruginosa 

cultivado en el laboratorio Dr. Gloria Soldevila. 
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ayudando a vencer la tensión superficial del agua que las rodea y modular el 

patrón de movilidad. Lo anterior, hace posible la extensión de la comunidad 

bacteriana sobre superficies dando pie a que migre, se adhiera y se disperse del 

sitio inicial de colonización (13, 26-30). 

La trascendencia de este tipo de motilidad en la formación de biopelículas 

es que se creé, está involucrada en los primeros pasos del establecimiento de la 

éstas. Es considerado un paso de transición entre la adhesión y la formación de 

comunidades (31, 32). Mutantes carentes del flagelo, fueron incompetentes para 

moverse en “swarming” y mostraron baja capacidad para adherirse a placas de 

diferentes plásticos. Se ha propuesto, que el flagelo es necesario para la unión 

irreversible a la superficie en la primera etapa del desarrollo de la biopelícula, 

además de ser requerido para la propulsión, tiene un rol mecano-sensor de 

superficies. En hospederos, su blanco de unión es la mucina. Se ha observado 

que el primer paso para colonizar pacientes con FQ es la motilidad por medio del 

flagelo. (32-34). 

Dos estatores flagelares Mot AB y Mot CD también tienen un papel en la 

adherencia inicial irreversible. Se ha descrito que mutaciones en genes que 

codifican para estas proteínas crean cepas defectuosas para hacer biopelículas 

(29). 

Asimismo las bacterias en este estado “swarming” sobre-expresan varios 

genes relacionados con factores de virulencia, como sistemas de secreción tipo III, 

proteasas extracelulares, transportadores de hierro, por lo que son más 

resistentes a antibióticos como polimixina B, gentamicina y ciprofloxacina, 

confiriéndoles mayor sobrevivencia (26, 27). 

“Twitching” 

 

Una vez que la bacteria se ha adherido irreversiblemente a una superficie, 

comienza la expansión clonal y la agregación bacteriana dirigida por la movilidad e 

interacción célula-célula dando pie a la formación de microcolonias y 
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posteriormente una capa uniforme que madura hacia una biopelícula en forma de 

seta (13). 

Estos pasos seguidos a la adhesión primaria son permitidos gracias a la 

motilidad “twitching”, una forma de movilidad en superficies solidas mediada por el 

pili tipo IV, que ocurre por la extensión, unión a la superficie y retracción sucesiva 

de esta estructura (35). El ¨”twitching” representa el medio principal de 

colonización por comunidades bacterianas en medios con bajo contenido de agua, 

ya sea en un hospedero o materiales inertes, propiciando la vida en biopelículas. 

P. aeruginosa exhibe motilidad “twitching” en la superficie intersticial del agar, 

plástico o vidrio y cuando se deja creciendo en agar toda la noche pueden 

observarse halos de hasta 3 cm de diámetro. Se ha relacionado el tamaño de los 

halos con una medida semicuantitativa de la actividad “twitching” (35). 

Las bacterias usan este mecanismo de movilidad en superficie ya sea para 

salir de las microcolonias o agregarse en ellas para apoyar a la formación de 

biopelículas maduras (36). 

Tanto el “swarming”  como el twitching son mecanismos de naturaleza 

comunitaria, implicando contacto célula-célula, de hecho las interacciones 

celulares en el “swarming” son responsabilidad del TFP, limitando el movimiento 

en solitario y favoreciendo el comunitario. La unión a superficies por el TFP parece 

ser no específica en el extremo de éste; aunque en células eucariotas epiteliales, 

lo hace formando puentes disulfuro en su región carboxilo a motivos de 

glicoesfingolípidos acilados GM1 y GM2 (36). 

La estimulación de la motilidad “twitching” por diferentes mecanismos tiene 

un impacto negativo en la formación de un biofilm bien estructurado generando 

biopelículas delgadas y planas carentes de microcolonias (33). Estudios con 

mutantes deficientes en la biosíntesis de TFP demostraron que igualmente no hay 

desarrollo de microcolonias y únicamente se formó una monocapa en la superficie 

(25). 
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El TFP interacciona con el polisacárido Psl de la matriz de la biopelícula de 

la cepa de P. aeruginosa PAO1 mejorando la adhesión. Estas interacciones han 

permitido estudiar los patrones de migración que llevan a la formación de 

microcolonias (37). 

Se han propuesto diferentes estrategias globales para atacar bacterias patógenas 

productoras de biopelículas (38). 

1. Evitar la unión microbiana a una superficie 

2. Interrumpir el desarrollo de ésta 

3. Afectar la estructura con el fin de mejorar la penetración de antimicrobianos 

4. Interferir con la maduración de la biopelícula e inducir su dispersión y 

degradación. 

RESPUESTA INMUNE CONTRA PATÓGENOS 

La respuesta inmune en mamíferos es un conjunto de acciones resultado 

de la activación y regulación de diferentes órganos, células y moléculas que los 

protegen de agentes extraños que pueden causarles daño. Toda molécula que 

sea capaz de inducir una respuesta inmune le llamamos antígeno (Ag).  

Hay barreras que defienden de estos agentes extraños (Fig. 3), 

principalmente de microorganismos patógenos. Los epitelios constituyen una 

barrera que preservan los órganos y superficies internas libres de ellos. 

Para su estudio la respuesta inmune generalmente se divide en dos 

sistemas relacionados: sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo o 

adquirido. 

La respuesta inmune innata es de cinética rápida y por lo tanto confiere 

protección inmediata, la adaptativa, segunda línea de defensa, protege en un 

estado tardío de la infección y de re-infecciones por la generación de anticuerpos 

(Ab). Ambas repuestas convergen en algunos puntos para crear un sistema 

integral de defensa inmune (Fig. 4).  
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Figura 3. Barreras que evitan a los patógenos cruzar epitelios. Los epitelios de superficie 

proporcionan barreras físicas, también producen sustancias microbicidas que inhiben el 
crecimiento de patógenos como péptidos antimicrobianos (β-defensinas en piel, vías respiratorias, 
vías urinarias o α-defensinas en intestino delgado) y microbiológicas contra infecciones. Modificado 
de: Murphy and Travers. (2009)(39)  

La inmunidad innata actúa eficazmente contra algunos patógenos, su 

efectividad está restringida por un conjunto de receptores que reconocen agentes 

patógenos (PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos). Estos 

receptores se han llamado, receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y 

están presentes en las membranas celulares de macrófagos, neutrófilos y células 

dendríticas principalmente. 

Entre los PRRs de las células, encontramos a los TLRs (Receptores Toll 

like) (Tabla 2), estos detectan diferentes componentes de bacterias, hongos, virus 

etc., así como moléculas de estrés y daño a tejidos DAMPs. Otros receptores 

importantes en infecciones por patógenos intracelulares son los NOD (dominio de 

oligomerización de nucleótidos por sus siglas en ingles), que  reconocen 

moléculas en el citoplasma de la célula  (39). 

Cuando un patógeno es reconocido por los PRRs de células fagocíticas se 

activan diferentes respuestas para que el microorganismo pueda ser atrapado, 

endocitado y destruido en una vesícula intracelular gracias a un conjunto de 

enzimas, moléculas microbicidas como los péptidos antimicrobianos y especies 

reactivas de oxigeno (ROS). Para poder eliminar totalmente a los patógenos por 

Figura. 3 Barreras que evitan a los patógenos cruzar epitelios. 



 

 15 

Figura. 4 Coincidencias generales entre los sitemas inmunes innato y adaptativo. 

fagocitosis se requiere del reclutamiento de más células al sitio de infección. Las 

células activadas que tuvieron el primer contacto con PAMPs a través de 

diferentes vías de traducción de señales, activan generalmente un factor de 

transcripción llamado NFĸB (factor nuclear kappa beta), que aumenta la expresión 

y síntesis de quimiocinas, las cuales movilizan a células desde el torrente 

sanguíneo hasta el lugar de daño. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Coincidencias generales entre los sistemas inmunes innato y adaptativo. Descripción 

en el texto. Modificado de: Gregersen and Behrens.( 2006) (40) 

La liberación de citocinas como TNF-α, IL-1 entre otras, también 

incrementa, aumentando la capacidad fagocítica de neutrófilos y macrofagos. La 



 

 16 

secreción de citocinas y quimiocinas permite el reclutamiento de células y 

proteínas del plasma al lugar de la infección gracias al incremento de la 

permeabilidad vascular, fenómeno denominado “inflamación”. 

En la fase inicial de la inflamación las células más importantes son los 

neutrófilos y macrófagos, posteriormente llegan al sitio los monocitos que se 

diferencian a macrófagos manteniendo la respuesta inmune. 

Un grupo de proteínas plasmáticas que también llegan al lugar como 

respuesta a la inflamación en conjunto son denominadas complemento, este 

sistema actúa en cascada de reacciones proteolíticas para eliminar al patógeno 

por diferentes vías ya sea por lisis o por opsonización (revestimiento de un 

corpúsculo por proteínas que facilitan su fagocitosis por unión a receptores  en 

células fagocíticas). 

La inmunidad adaptativa representada por los linfocitos T y B se relaciona 

con la inmunidad innata principalmente por el reconocimiento de antígenos (Ag) en 

receptores de monocitos, macrófagos y células dendríticas denominados MHC 

(Complejo principal de histocompatibilidad). Las moléculas de MHC son de dos 

clases, la clase I presenta péptidos de Ag derivados de proteínas sintetizadas en 

el citosol o de virus. Por otro lado la clase MHC II presenta péptidos originarios de 

agentes patógenos fagocitados y degradados por monocitos, macrófagos o células 

dendríticas principalmente. 

Por su parte las células B reconocen a los Ag solubles en el medio aparte 

de en las células presentadoras, los linfocitos B se trasforman en su forma 

efectora, la célula plasmática; la cual produce Anticuerpos (Ac) que son proteínas 

y que tendrán como blanco el Ag inicial del patógeno. 
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Tabla 2. Receptores Toll-like  y sus ligandos41. 

RSV: Virus sincitial respiratorio, siARN: ARN pequeño interferente 

RESPUESTA INMUNE CONTRA BIOPELÍCULAS 

 

Como ya se mencionó, la vida de P. aeruginosa en comunidades le confiere 

protección contra diferentes amenazas, una de ellas el sistema inmune. Aunque 

principalmente coloniza hospederos deficientes en su respuesta inmune, 

diferentes estudios in vitro han demostrado que células del sistema inmune innato 

o anticuerpos de personas sanas, son incapaces de afectar a biopelículas (Fig. 5), 

(16, 42-47). 

Los principales componentes de las biopelículas que impiden la acción de 

las defensas del hospedero, son los polisacáridos de la matriz. Se ha encontrado 

que el polisacárido Pls afecta indirectamente la señalización de NF-ĸB activada 

por flagelina, causando reducción en la producción de IL-8 (125). En otro estudio 

se demostró que Pls, disminuyó la fagocitosis y la respuesta oxidativa en 

TLR Ligando microbiano Ligando endógeno 

TLR1 Péptidoglicano, lipopéptidos ---- 

TLR2 

Lipopéptidos, ácido lipoteicoico 

(LTA), glicolípidos, zymosan 

(componente de la pared de hongos 

y levaduras) 

---- 

TLR3 dsARN, siARN mARN 

TLR4 
Lipopolisacárido (LPS), proteína de 

fusión de RSV 

Proteína de choque térmico 

70, oligosacáridos, ácido 

hialurónico, defensinas 2 

TLR5 Flagelina ---- 

TLR6 Lipopéptidos, LTA, zymosan ---- 

TLR7/TLR8 Cadenas sencillas de ARN ---- 

TLR9 CpG, ADN Complejos de cromatina 
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neutrófilos y macrófagos (THP-1), como consecuencia de la baja deposición del 

complemento en bacterias que expresaban Pls (42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las primeras células en llegar cuando P. aeruginosa ha colonizado son los 

neutrófilos, los ramnolípidos liberados por el biofilm causan necrosis de los 

neutrófilos por lo tanto son ineficientes en aclarar la infección.  Las moléculas de 

QS como AHL afectan la migración de los neutrófilos.  En infecciones relacionadas 

con el uso de catéteres, los mecanismos de defensa del biofilm, como la matriz, la 

liberación de ramnolípidos y autoinductores (AHL), hacen que la infección sea 

persistente (43). 

Figura 5. Esquema de la resistencia a la fagocitosis dentro de la biopelícula. A) Célula 

fagocítica activada contra bacteria planctónica. B-D Anticuerpos, antibióticos y fagocitos contra la 

biopelícula C-D) Componentes tóxicos del biofilm induciendo liberación de enzimas u otros 

componentes antimicrobianos. ROS: Especies reactivas de oxígeno. Modificado de: Leid J. 

Microbe. (2009) (48) 

Figura. 5 Esquema de la resistencia a la fagocitosis dentro del biofilm ROS, lisozima, 

lactoferrina etc. 
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Por su parte, el alginato puede captar los radicales libres liberados por los 

neutrófilos y macrófagos activados impidiendo su acción sobre las bacterias (44). 

Las cepas deficientes en la producción de alginato son más fácilmente fagocitadas 

por leucocitos activados por IFN-γ (16).  

La necrosis de los neutrófilos a causa de los ramnolípidos secretados por la 

biopelícula, produce una liberación de ADN, actina y proteínas granulares, este 

proceso estimula aún más la formación de biofilms. El ADN y la F-actina liberada 

por los neutrófilos proveen un medio idóneo para el desarrollo de nuevas 

biopelículas, promoviendo la formación de algo parecido a la capa de 

acondicionamiento (45).  

El eADN (ácido desoxirribonucleico extracelular) que compone la matriz del 

biofilm, puede activar también, a los neutrófilos de una manera TLR9 

independiente; recordemos que los motivos CpG (citosina-fosfato-guanina) no 

metilados interaccionan con el TLR9 activando una cascada de señales que 

estimulan la respuesta de los neutrófilos (46). Cuando las biopelículas son 

tratadas con DNasa I y posteriormente interaccionan con neutrófilos, la liberación 

de IL-8 y IL-1β es menor que cuando las células están en contacto con biofilms 

íntegros (alto contenido de eADN) (46). La producción de estructuras 

extracelulares compuestas de ADN y proteínas antimicrobianas producidas por los 

neutrófilos (NETs: trampas extracelulares de neutrófilos), disminuye cuando la 

biopelícula carece de eADN no hidrolizado. 

Aunque los polimorfonucleares (PMN) fallan en eliminar la infección, 

secretan algunos componentes antimicrobianos que pueden tener efecto en el 

biofilm, no obstante, el microambiente donde se lleva a cabo la infección no es 

favorecedor para la erradicación de la biopelícula (47). Por ejemplo la lactoferrina 

secretada por los PMN y presente en algunas secreciones ha demostrado ser 

capaz de prevenir la formación de biopelículas por quelación de hierro y aumento 

de la motilidad “twitching” (49), igualmente la catelicidina LL-37 expresada en 

neutrófilos y células epiteliales ha demostrado erradicar a biofilms in vitro (50-54). 
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Una molécula importante producida por la biopelícula que se ha propuesto 

afecta al sistema inmune es el segundo mensajero c-di-GMP. Una producción alta 

de c-di-GMP aumenta el desarrollo de biopelículas y reprime la expresión de 

factores de virulencia (55). Se ha extrapolado este concepto a lo que podría 

suceder cuando la bacteria comienza a producir biopelículas en el tejido del 

hospedero; el switch de un estado planctónico a un estilo de vida comunitario 

depende de la producción de c-di-GMP.  

En muestras de esputo de pacientes con FQ, hay una alta concentración de 

c-di-GMP producido por P. aeruginosa (57).  

Algunos estudios muestran que el c-di-GMP y c-di-AMP provocan una 

respuesta inmune innata caracterizada por la activación de la producción de IFN 

(interferón) de tipo I (58-59). La producción de altos niveles de c-di-GMP durante 

el desarrollo de la biopelícula puede servir como una señal de alerta reconocida 

por el sistema inmune a través de la unión de c-di-GMP a STING (Estimulador de 

genes de interferón) (59). La unión del segundo mensajero a este sensor de 

dinucleótidos STING, trae como consecuencia la activación del factor de 

transcripción IRF3, requerido para activar la transcripción de IFN de tipo I y que 

protege contra bacterias extracelulares (Fig 6). La hipótesis que existe propone 

una reprogramación de la respuesta inmune innata; los macrófagos reclutados a la 

interfase biopelícula-hospedero pueden ser polarizados hacia el fenotipo M2 con 

propiedades antiinflamatorios, mientras que la matriz de la biopelícula constituye 

una barrera contra la fagocitosis, reconocimiento por anticuerpos o del 

complemento y puede inducir muerte de macrófagos (56). 



 

 21 

Figura. 6 Modelo del papel de C-di-NMP en los primeros estadios de infecciones por biofilms 

Fig 6. Modelo que muestra el papel de c-di-NMP durante los primeros estadios de 

infecciones relacionadas con biopelículas. Las células del hospedero han desarrollado una vía 

para sensar c-di-NMP estimulando la producción de IFN tipo I muerte y reprogramación de  

macrófagos a fenotipo M2. Fuente: Valle J. et al. Trends in Microbiology.  (2013) (56) 

 

PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS 

 

En los últimos años se han explorado diferentes moléculas con potencial 

microbicida, dentro de ellas se  encuentran los péptidos antimicrobianos (AMPs). 

Estas moléculas son abundantes en la naturaleza y actúan también como 

inmunomoduladores durante la respuesta inmune innata (61).  

Son moléculas catiónicas de entre 10 - 100 aminoácidos, con carga neta 

positiva generalmente de +2 a +9, la cual le es conferida por lisina, arginina e 

histidina, además su estructura la compone también una porción  aproximada de 

50% de residuos hidrofóbicos (62, 64). 

Las propiedades fisicoquímicas de los péptidos antimicrobianos (Tabla 3) 

les permiten plegarse en una estructura anfifílica (posee un extremo hidrofílico y 
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otro hidrofóbico) en tres dimensiones que consigue interaccionar con las 

membranas y les otorga su actividad antimicrobiana (65). En teoría toda secuencia 

peptídica con una carga neta positiva y unos cuantos aminoácidos hidrofóbicos 

tendrá actividad antimicrobiana en un medio in vitro, la naturaleza anfipática de 

estos péptidos se relacionada con su actividad antimicrobiana. Las 

concentraciones fisiológicas de cationes divalentes como calcio, magnesio, 

cationes monovalentes como sodio y potasio así como por glicosaminas, glucanos 

y mucinas antagonizan en grados variables la actividad antimicrobiana de los 

péptidos por desestabilizar su conformación debido a las fuerzas electrostáticas  

(62). 

Estos péptidos pueden clasificarse en cuatro grupos estructurales: 

1. Hoja estabilizados por dos o cuatro puentes disulfuro (beta-defensina, 

plectasina). 

2. Péptidos -hélice (LL-37, cecropina). 

3. Estructuras extendidas ricas en glicina, prolina, triptófano, arginina o 

histidina (indolicina). 

4. Péptidos “loop”, con un puente disulfuro (tanatina). 

Modificaciones postransduccionales como glicosilación, circularización, y 

amidación de extremos de los péptidos antimicrobianos en residuos de serina, 

treonina y cisteína crea péptidos más estables y menos susceptibles a las 

proteasas del procesamiento de antígeno y por lo tanto hace difícil la obtención de 

anticuerpos contra ellos (62). 

Los péptidos antimicrobianos catiónicos son atraídos por fuerzas 

electrostáticas de las superficies bacterianas con cargas negativas en la 

membrana externa en gram-negativas. Los responsables de estas cargas son los 

fosfolípidos aniónicos y los grupos fosfato del LPS (62, 64, 65). 

Se han elucidado diferentes mecanismos, por los cuales, estos péptidos 

actúan como antimicrobianos, desde su acción en blancos intracelulares, 

disminuyendo la actividad enzimática, interacciones con el ADN y el ARN que 
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disminuyen la síntesis de proteínas o de la pared celular. El mecanismo principal 

es la desestabilización directa de la fluidez de la membrana y del gradiente de 

potencial. Microscópicamente, se pueden observar los poros así como estructuras 

en forma de burbuja que sobresalen de la membrana de las bacterias, 

denominados “blebs”; tres modelos han sido propuestos para explicar la 

desestabilización de la membrana citoplasmática (Fig. 7) (62, 64-67): 

Modelo de Barril: Cuando la proporción péptido/lípido es muy alta en la bicapa, los 

péptidos comienzan a orientarse perpendicularmente formando un poro revestido 

de péptidos, donde la parte hidrofílica está orientada hacia el centro del poro y 

como consecuencia hay desequilibrio osmótico. 

Poro Toroidal: Concentraciones limitantes de péptidos, forman poros transitorios 

en donde los fosfolípidos se curvan hacia adentro del poro, los péptidos terminan 

en ambos lados de la bicapa, disipando gradientes de electrones. 

Modelo de Carpeta: La acumulación de moléculas peptídicas en la membrana se 

orientan paralelamente en la superficie de la membrana cubriéndola como una 

“carpeta”. Esto hace que los péptidos sean atraídos a las cabezas de los 

fosfolípidos, y cuando las concentraciones son muy altas el resultado es la ruptura 

de la membrana. Los péptidos por su naturaleza anfipática actúan como un 

detergente formando micelas eventualmente. 

Además de actuar como antimicrobianos directos afectando la membrana 

citoplasmática o en blancos intracelulares bacterianos, los AMPs inducen 

diferentes respuestas relacionadas con células de la inmunidad innata (monocitos, 

macrófagos, neutrófilos, células epiteliales). La inmunomodulación por los péptidos 

antimicrobianos resulta en un control de la inflamación, promoción de la reparación 

de heridas e inicio de respuestas inmunes adaptativas. (63) 

La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de muchos péptidos 

antimicrobianos in vitro generalmente es mayor que las concentraciones 

fisiológicas basales. En mamíferos estos péptidos tienen generalmente actividad 

antimicrobiana débil a condiciones fisiológicas y su capacidad para modular la 
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respuesta inmune a través de una variedad de mecanismos parece ser la más 

importante (68). Estos péptidos regulan la expresión génica del hospedero 

aumentando la liberación de quimiocinas y regulando la actividad de células 

inmunes (66-68). 

 

Tabla 3. Características fisicoquímicas de los péptidos antimicrobianos.65 

Característica Observaciones 

Tamaño Son moléculas de bajo peso molecular de entre 10 a 100 

aminoácidos (AA).  

Secuencia Generalmente contienen AA básicos como Lisina y Arginina 

e hidrófobos como Alanina, Leucina, Fenilalanina o 

Triptófano. Las relaciones hidrofobicidad: residuos cargados 

pueden ser 1:1, 2:1 

Carga Péptidos altamente catiónicos son más activos que los 

neutros o menos positivos ( entre +2 a +9) 

Estructura 

Conformacional 

Incluyen α-hélices, hojas β antiparalelas. Los α-hélice 

anfipáticos son más activos que otros sin estructura 

secundaria definida.  

Hidrofobicidad Permite a los péptidos según su coeficiente de partición  

colocarse en la bicapa lipídica.  

Anfipaticidad Los residuos de AA hidrofílicos se alinean de un lado y los 

hidrofóbicos en el lado opuesto en una molécula helicoidal. 

Punto isoeléctrico 

alto 

Sus puntos isoeléctricos son cercanos a 10, así  que  son 

activos a pH fisiológico.  

 

Los efectos de los AMPs son complejos, incluyendo tanto anti-inflamatorios 

como proinflamatorios en estudios in vivo e in vitro. 

Las propiedades inmunomoduladoras de los péptidos antimicrobianos 

comprenden (Fig 8): 
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1. Reducción en los niveles de citocinas proinflamatorias producidas en 

respuesta a LPS. 

2. Regulación de la expresión de citocinas, especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno. 

3. Estimulación de la angiogénesis. 

4. Aumento de la regeneración de heridas. 

5. Reclutamiento de leucocitos. 

6. Diferenciación de macrófagos y leucocitos. 

 

 Fig 7. Múltiples funciones de los péptidos antimicrobianos. Antimicrobianos directos e 

inmunomodulación. TLR: receptor Toll like. Modificado de: Oyinloye B. et al. Current Drug Targets. 

(2014) (63). 

 

Por ejemplo LL-37 tiene la habilidad de regular la expresión de genes inhibiendo 

total o parcialmente los pro-inflamatorios, mientras que regula positivamente las 

vías de citocinas anti-inflamatorias. 
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Figura. 8 Acciones inmunomoduladoras de péptidos antimicrobianos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Acciones inmunomoduladoras de péptidos antimicrobianos. Modificado de: Hilchie 

A, et al. Nature Chemical Biology. (2013) (66). 

 

Algunos AMPs funcionan como agentes anti-sépticos impidiendo la 

activación de macrófagos por LPS o LTA e inhibiendo la síntesis de TNF-α, pero 

también estimulan la expresión de genes de quimiocinas y sus receptores como 

IL-8, MCP-1, CXCR4, CCR2 (69). 

Las β-defensinas han mostrado ser quimioatrayentes de células que 

expresan el receptor CCR6 y CCR2, aunque sin inducción de flujo de calcio 

intracelular, pero LL-37 incrementa el flujo de calcio a través del receptor CXCR2 

en monocitos y neutrófilos (70). 

Otros péptidos antimicrobianos como IDR-1002 e IDR-1, que son péptidos 

sintéticos derivados de la catelicidina, aumentaron la producción de las 

quimiocinas, CCL2, CXCL8, CXCL1 y CCL7 en macrófagos derivados de la 

médula ósea y en células de lavado peritoneal de ratón, así como en células 

mononucleares de sangre periférica humanas en modelos de infección por 

Staphylococcus aureus y Escherichia coli (71). 

Péptidos 

antimicrobianos  

Antigénicos Anti-endotoxina y 

anti-sepsis 

Polarización de las 
respuestas TH 

Quimiotácticos  

Degranulación de 
Mastocitos  

Alteración de la 

expresión de 

moléculas co-

estimuladoras.  

Alteración de la 

liberación de 

quimiocinas y 

citocinas.  

Activación de 

Leucocitos 

Figura. 7 Multiples funciones de los péptidos antimicrobianos 
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Aunque las bacterias han generado mecanismos de evasión hacia estas 

moléculas, es mucho menor la resistencia a péptidos antimicrobianos respecto a 

los antibióticos comunes, gracias a la variabilidad de su mecanismo de acción. 

Los AMPs han cobrado importancia como fármacos duales antimicrobianos-

inmunomoduladores a partir de los cuales se ha trabajado en mejorar su 

estructura y acción de forma sintética, además de estudiar su sinergismo con 

antibióticos (72, 73). 

 

PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS Y FAGOCITOSIS 

 

Los AMPs también funcionan como inmunomoduladores haciendo más 

eficiente la fagocitosis de patógenos por macrófagos, por ejemplo se ha 

demostrado que LL-37 opsoniza bacterias gram-negativas y gram-positivas 

fomentando su fagocitosis vía Mac-1 (antígeno de macrófagos 1, es un 

complemento de CR3 un PRR) y elevando la expresión de FcR (receptor 

específico para la región Fc de la inmunoglobulina IgG), CD14 (correceptor de 

TLR4 para reconocimiento de LPS)  y TLR4 en macrófagos. Además aumentó la 

fagocitosis de bacterias opsonizadas con IgG y no opsonizadas por células THP-1 

por un mecanismo dependiente de TLR4 (54, 69, 75-77). 

PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS CONTRA BIOPELÍCULAS 

 

Los péptidos catiónicos como las defensinas, lactoferrina e histatinas han 

mostrado tener potente actividad contra biopelículas; se han producido péptidos 

sintéticos tomando como base los producidos por los organismos vivos, mejorando 

su actividad antimicrobiana y conservando su función inmunomoduladora. Se 

puede encontrar una tabla donde se recopilan los péptidos antimicrobianos contra 

biopelículas en la referencia 78.  Algunos AMPs actúan sinérgicamente al usarse 

junto con antibióticos contra biopelículas. Existe una secuencia consenso en estos 

AMPs que se cree tiene actividad contra biopelículas: FRIRVRV (78). 
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De la Fuente Nuñez y colaboradores, demostraron que el péptido 1018  

tenía un efecto de amplio espectro a concentraciones subinhibitorias contra 

biopelículas preformadas, afectando su estructura y a concentraciones letales 

eliminándolas, afectando un gen relacionado con la respuesta al estrés (79). Otro 

grupo mostró que este mismo péptido y su combinación con algunos antibióticos 

como Ciprofloxacina, potenciaba su acción para la erradicación y prevención de 

biopelículas, disminuyendo las concentraciones inhibitorias de los antibióticos 

hasta 64 veces (73).  

Diferentes péptidos antimicrobianos catiónicos (LL-37, CAMA (cecropina(1-

7)-melitina A(2-9)amida), melitina, beta defensina 2 humana, y magainina) solos y 

en combinación con antibióticos disminuyeron la formación de biopelículas de P. 

aeruginosa y destruyeron a las biopelículas preformadas incluso a 

concentraciones subinhibitorias (80). 

Igualmente, De la Fuente Nuñez y colaboradores (81), definieron otro 

péptido sintético catiónico 1037 derivado de LL37 como anti-biopelículas, el cual 

previene la adherencia en superficies inertes de hasta un 50% de biomasa 

bacteriana, principalmente de bacterias gram-negativas (P. aeruginosa y 

Burkholderia cenocepacia) cultivadas en presencia del péptido. Este péptido 

inhibió la motilidad “swimming” y “swarming” (relacionadas con la formación del 

biofilm) así como la expresión de genes relacionados con la motilidad. La acción 

del péptido en la motilidad tipo “twitching” implicada en promover el desensamble 

de la biopelícula era  estimulada en presencia de este péptido (81). Este mismo 

grupo describió otro péptido, 1018, con una actividad anti-biopelícula e 

inmunomoduladora (82), mostrando por microscopía electrónica de barrido una 

reducción en el grosor del 50% aproximadamente, así como células bacterianas 

dañadas (Fig 9). 
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Figura 9. Efecto del péptido 1018 en biopelículas de Pseudomonas aeruginosa observado 

por microscopía electrónica de barrido. Se desarrollaron en  discos de hidroxiapatita por tres 

días y tratados con el péptido (10 g/ml) tres veces cada 24 horas, aumento 20000X. Fuente: De 

La Fuente Nuñez. Antibiotics. (2014) (82). 

Se propuesto algunos mecanismos por los cuales estos AMPs cumplen su 

acción anti-biopelículas (Fig. 10). Principalmente los péptidos antimicrobianos 

estimulan la motilidad “twitching”, disminuyen las motilidades “swimming” y 

“swarming”, además de alterar la respuesta de “quorum-sensing”. Promueven un 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno y modifican la 

membrana celular (78). Los AMPs por lo tanto inhiben la adhesión bacteriana a la 

superficie, previenen el establecimiento tempranos del biofilm y además modifican 

las biopelículas preexistentes. 

También se han empleado péptidos antimicrobianos adsorbidos o unidos 

covalentemente sobre superficies de poliestireno u otros materiales para prevenir  

el crecimiento bacteriano y el establecimiento de biopelículas (83). Por ejemplo, se 

ha  evaluado poliestireno tratado con un péptido antimicrobiano insertado en la 

superficie del plástico y su estabilidad en diferentes condiciones (temperatura, pH)  

resultando en una actividad antimicrobiana contra Escherichia coli O157:H7 entre 

otras bacterias (84). Un grupo de investigación mostró (85) que algunos péptidos 

adheridos a placas de celulosa que fueron previamente tratadas con 

estreptavidina tuvieron un efecto antimicrobiano contra P. aeruginosa, S. aureus y 

Candida albicans medido como lumiscencia dependiente del consumo de energía 

por los microorganismos. 

Figura. 9 Efecto del péptido 1018 en biofilms 
de Pseudomonas aeruginosa 14 por 
microscopia electronica de barrido 
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Figura. 10 Mecanismos involucrados en el efecto anti-biofilm de AMPs 

 

Figura 10. Mecanismos involucrados en el efecto anti-biopelículas de los AMPs. Modificado 

de: Strempel N, et al. Current Pharmaceutical Design. (2014) (78). 

 

LAS QUIMIOCINAS 

 

Las quimiocinas son proteínas quimiotácticas de bajo peso molecular (7-

12kDa) que controlan los patrones migratorios así como la posición de todas las 

células inmunes. Existen 50 quimiocinas en total de humanos y ratones, además 

de 20 receptores con siete dominios transmembranales acoplados a proteínas Gi 

heterotriméricas (86). Algunos receptores tienen varios ligandos mientras que 

otros son específicos de una quimiocina. Estas citocinas contribuyen en diversos 

procesos fisiológicos y patológicos como la embriogénesis, la inflamación, 

desarrollo del sistema inmune, regeneración de heridas, metástasis y 

tumorigénesis (87-89).  

Las quimiocinas se subdividen en cuatro familias: CXC, CC, C y CX3C, en 

base a los cuatro residuos de cisteína conservados que las conforman en su 

extremo amino y a los aminoácidos que las separan. Las quimiocinas CXC 

(conocidas como α) un residuo aminoacídicos separa las dos primeras cisteínas, 
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mientras las quimiocinas de la familia CC (conocidas como β) las primeras dos 

cisteínas  son adyacentes entre ellas, las quimiocinas C (quimiocinas γ) tienen 

solo dos cisteínas en su estructura de los cuatro residuos conservados, la familia 

CX3C (δ) presenta tres residuos de aminoácidos entre los dos primeros residuos 

de cisteína y un dominio transmembranal parecido a la mucina (87, 90, 91) 

(Fig.11). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los receptores de quimiocinas se activan generalmente a través de su 

extremo amino, localizado en su dominio extracelular. Algunos receptores de 

quimiocinas pueden sufrir cortes enzimáticos en su porción extracelular, dando 

lugar a una parte del mismo en su forma soluble. Esta parte soluble del receptor 

puede competir por la unión de la quimiocina y así modular su respuesta. Existe 

un mecanismo natural para regular directamente la función de las quimiocinas; hay 

proteasas que las procesan, generando isoformas antagonistas o agonistas más 

potentes. (87). En la tabla 4 se muestran solo las quimiocinas de la familia CC, el 

grupo donde pertenece la quimiocina que da origen a CDAP-4. 

 

Figura 11. Clasificación de las quimiocinas según su estructura. Se muestran la 

conformación de cada una (ver descripción en el texto). Modificado de: BioLegend Chemokines 

and Chemokine Receptors.(2017) (91). 

 

Figura. 12 Clasificación de las 
quimiocinas según su estructura 
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Tabla 4. Quimiocinas CC y sus receptores: Clasificación, Expresión Celular  
y Funciones. * 

FUNCIÓN RECEPTOR QUIMIOCINA EXPRESION 

Migración y 

activación de 

Mo, LT, LNK, 

CDI, Eso 

CCR1 CCL3(L1),CCL5,CCL7, 

CCL16 

Mo, Fb, LT, LB, 

CDs Ep, End 

Migración y 

activación de LT, 

Migración de Mo, 

Bas, CDs 

CCR2 CCL2,CCL7,CCL8,CCL13 Eos, Nt, Mac, 

Fb, End 

Migración y 

activación de LT 

(Th2), migración 

de Eos, Bas, Mo 

CCR3 CCL5, CCL11, CCL13, 

CCL15, CCL21, CCL24, 

CCL26, CCL28 

Mo, Timo, 

Tejido 

Pulmonar, 

Intestinal, OLS 

Migración y 

activación de LT 

(Th2), migración 

de Treg, NK, 

DCs, Homing de 

LT a piel. 

CCR4 CCL17,CCL22 Mo, Timo, 

Tejido 

Pulmonar, 

Intestino, OLS 

Migración de Mo, 

Mac, NK, LT, 

(Th1), timocitos 

CCR5 CCL3, CCL4(L1), CCL5, 

CCL13 

Mo, LT, LB, 

DC, CEnd, 

CEp, Fb 

Migración de 

CDI, LT Mem, 

LTh17, Homing de 

LB y DC a GALT 

CCR6 CCL20, CCL21 MO, CD, 

Tejidos 

Linfoides, CEnd 

Migración de Mo, CCR7 CCL19, CCL21 Tejidos 

                                                             
*Modificado de: García Zepeda E. Comunicación personal.  11/Enero/2016 
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Mac, CDM, 

Homing de LT y 

LB a OLS 

Linfoides, CEnd 

Migración de Mo, 

Mac, LT (Th2), 

Treg, Homing de 

LT a piel 

CCR8 CCL1, CCL18 Mo, LT, CEp 

Migración de 

Mac, CD, NKT, 

Timocitos, 

Homing de LT a 

Intestino, LB 

CCR9 CCL25 CEst (Timo), 

CEp (Muc Int), 

DCs 

Migración de LT, 

Homing de LT a 

piel, Homing de 

CP IgA a MALT 

CCR10 CCL27, CCL28 CEp (Muc Int), 

DCs, Quer, 

Cep 

 
Mo: Monocitos, LT: Linfocitos T, Treg: Linfocitos T reguladores, LNK: Linfocitos asesinos naturales, 
CDI: Células Dendríticas Inmaduras, CDM: Células dendríticas maduras, Eo: Eosinófilos, Bas: 
Basófilos, Nt: Neutrófilos/Granulocitos, Mac: Macrófagos, Fb: Fibroblastos, LB: Linfocitos B, CEp: 
Células Epiteliales, CEnd: Células endoteliales, CEst (Timo): Células estromales, Cep (Muc Int): 
Células Epiteliales de Mucosa Intestinal, MO: Médula ósea, Quer: Queratinocitos, ILC: Células 
linfoides innatas, GALT: Tejido Linfoide asociado a Intestino, MALT: Tejido Linfoide asociado a 
mucosas, OLS: Órganos Linfoides secundarios. 

 

QUIMIOCINA CCL13 

 

En 1996 se clonó por primera vez un gen humano que según sus 

características estructurales podía tener actividad como quimiocina y se denominó 

MCP-4. Su expresión es mayor en intestino delgado, colon y pulmón (92).  

Esta proteína tiene 98 aminoácidos cuando está inactiva, pero su forma 

activa la conforman 75 aminoácidos, después de ser separada de su péptido señal 



 

 34 

Figura. 13 Estructura conformacional de CCL13 

por una peptidasa. Su estructura terciaria (Fig. 12) la constituyen tres cadenas β 

anti-paralelas centrales y una α-hélice en su extremo carboxilo terminal. 

La parte amino terminal forma un bucle unido al resto de la proteína por 

puentes disulfuro. Esta quimiocina tiene una carga superficial positiva que le 

confiere actividad antimicrobiana principalmente contra gram-negativas (93, 94). 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estructura conformacional de CCL13. Constituida por tres hojas β en color azul, el –

C α-hélice en rojo, los dos puentes disulfuro (Cys11-Cys35 y Cys12-Cys51) representados en 
amarillo. Fuente: Barinka C and Lubkowiski J. Biological Crystallography.

94
 2007. 

 

QUIMIOCINAS Y PÉPTIDOS DERIVADOS COMO ANTIMICROBIANOS. 

 

Algunos reportes demuestran que las quimiocinas pueden actuar 

directamente como microbicidas debido a sus características fisicoquímicas que 

comparten con los AMPs: son catiónicas, proteínas de bajo peso molecular, 

anfipáticas y con altos valores de punto isoeléctrico (95).  

La primera quimiocina que mostró ser antimicrobiana fue CXCL7, no en su 

forma completa, pero si fragmentos de ésta aislados de gránulos de plaquetas. En 

total, 23 quimiocinas incluyendo sus péptidos derivados se han reportado con 

actividad antimicrobiana (10 de la familia CXC y 13 de la familia CC). Aquí se 

mencionan algunas: CXCL7 (derivados de carboxilo terminales), CXCL9, CXCL10, 

CXCL11, CXCL6, CXCL14, CCL20, CCL28, CCL13, CCL1, CCL25 (96). Su 

acción, como la de los AMPs se ve afectada por la concentración de iones en el 
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medio, concentraciones >100 mM de sodio la disminuye. Para la mayoría de las 

quimiocinas antimicrobianas, las concentraciones para matar a patógenos son mil 

veces mayores que la necesaria para la quimiotaxis, por lo tanto su concentración 

en fluidos biológicos no es suficiente para su actividad antimicrobiana (95). 

Leonard T. y colaboradores estudiaron la relación estructura-actividad 

antimicrobiana de algunos péptidos derivados de quimiocinas como [MIP-3 

(Macrophage inflammatory protein-3), IL-8 (Interleucina 8), NAP-2 (Neutrophil 

activanting Protein-2) y TC-1 (Trombocidina)], observando que el péptido MIP-

3tiene una buena actividad antimicrobiana contra Bacilus subtilis, S. aureus y 

E. coli. Su conformación en alfa hélice tuvo una fuerte influencia en su actividad. 

Esta conformación se veía afectada por el disolvente empleado pues se 

necesitaba un ambiente hidrofílico para formar su estructura secundaria (97). 

Aunque no todas las quimiocinas poseen actividad antimicrobiana, algunos 

péptidos derivados de éstas son capaces de matar bacterias, principalmente 

derivados de la región carboxilo terminal con altas cantidades de aminoácidos 

catiónicos (98), (Tabla 5). En la tabla se subraya en rojo el péptido evaluado en 

este trabajo. 

En cuanto a los mecanismos de la acción antimicrobiana de estas no se 

han elucidado por completo, aunque por microscopía electrónica se ha observado 

que las quimiocinas inducen lisis bacteriana, disrupción de la membrana y 

formación de “blebs” (95). 

Además, las quimiocinas y los péptidos antimicrobianos distinguen entre las 

membranas bacterianas y las de las células eucariontes posiblemente por la 

composición lipídica, en las células eucariontes la parte extracelular de la 

membrana no tiene carga. 
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Tabla 5. Péptidos derivados de quimiocinas (CDPs) usados como 
antimicrobianos98 

CDP Quimiocina Región Blancos Microbianos 

vMIP-II r1-21 vMIP-II N-terminal Inhibe la entrada de HIV-1 

MIP-3α51-70 CCL20/ MIP-

3α 

C-terminal E. coli (ML35) 

MIP-3α59-70 CCL20/ MIP-

3α 

C-terminal E. coli (ML35) 

TC-1 CXCL7/NAP-

2 

C-terminal E. coli (ML35), Bacillus subtilis 

ATCC6633, S. aureus 42D, 

Cryptococcus neoformans *IC, 

Candida glabrata CI. 

IL-881-99 CXCL8/IL-8 C-terminal E. coli MG1655, Salmonella enterica 

MS10, Klebsiella pneumoniae CCUG 

49243, Helicobacter pylori SS1, 

Streptococcus pyogenes 

CCUG49246 

CCL1357-75                 

CDAP-4 

 

CCL13/MCP-

4 

C-terminal E.coli ATCC25922, Salmonella 

typhimurium ATCC 14028,S. typhi 

ATCC9993,  K. pneumoniae PIMM-

UNAM28, P. aeruginosa ATCC15692, 

P. aeruginosa *IC 

RP-1 CXCL4/PF4 C-terminal Leishmania major, Leishmania 

infantum  L. chagasi, L. braziliensis CI 

PMX207, 

PMX1207 

CXCL4/PF4 C-terminal Plasmodium falciparum 3D7, E. coli 

ATCC 25922, S. aureus ATCC 

27660, Enterococcus faecalis ATCC 

29212,  P. aeruginosa ATCC 10145, 

K. pneumoniae ATCC 13883 

*IC: aislado clínico 
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Figura. 14 Modelo estructural in silico de CDAP-4 

ANTECEDENTES 

 

CDAP-4, un péptido sintético derivado de la parte carboxilo terminal de la 

quimiocina CCL13 tiene un potencial de superficie positivo (Fig. 13) que puede ser 

el responsable de su actividad antimicrobiana actuando sobre la membrana 

bacteriana cargada negativamente. Este péptido tiene 19 residuos aminoacídicos 

57KWVQNYMKHLGRKAHTLK75 y comparte algunas propiedades fisicoquímicas 

con los AMPs (Tabla 6) (99). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Modelo estructural in silico de CDAP-4. (A-B) y potencial electrostático ±4 del péptido 

(D-F) en azul se muestra el potencial positivo y en rojo el potencial negativo. (G-I) Potencial 

electrostático cuando se agrega 150 mM de NaCl.  Fuente: Martínez Becerra F. Biochemical and 

Biophysical Research Communication. (2007) (99) 

Por microscopía electrónica de transmisión se observó que la exposición de P. 

aeruginosa a CDAP-4 a una concentración letal causa pérdida del contenido 

intracelular y lisis. Mientras que a una dosis debajo de la CMI se observa pérdida 

de la integridad de la membrana (Fig 14).  



 

 38 

Figura. 15 Análisis de la actividad antimicrobiana de CDAP-4 por microscopia electronica de transmisión 

Figura. 16 Actividad de CDAP-4 sobre la generación de biofilms por P. aeruginosa 

 

Figura 14. Análisis de la actividad antimicrobiana de CDAP-4 por microscopía electrónica de 

transmisión.  P. aeruginosa ATCC 15692 fue tratada con A) 0 µM, B) 0.42 µM, C) 4.2 µM CDAP-4. 

Fuente: Martínez Becerra F. Biochemical and Biophysical Research Communications. (2007) (99). 

En nuestro laboratorio se describió, que la actividad antimicrobiana de CDAP-4 se 

es afectada por la presencia de NaCl a concentraciones mayores de 150 mM. En 

cuanto al pH el rango de actividad óptima para CDAP-4 se encuentra de 6 a 8 

(100) 

Tabla 6. Propiedades fisicoquímicas de AMP  versus CDAP-4 

PROPIEDAD AMPs CDAP-4 

Tamaño 10 a 100 aminoácidos 19 AA 

Carga neta +2 a +9 +4 

Estructura Conformacional α-hélice y hojas β antiparalelas α-hélice 

Punto isoeléctrico  Cercano a 10 10.58 

Tabla elaborada con la revisión bibliográfica de AMP y con los datos presentados en Martínez 

Becerra F. Biochemical and Biophysical Research Communications. (2007) (99).  

Igualmente datos previos, revelaron que CDAP-4 tiene un efecto 

antibiopelícula in vitro contra diferentes cepas de P. aeruginosa,  manifestando 

inhibición hasta del 85 % sobre la adhesión en placas de polivinilo por el método 

de tinción con cristal violeta (101). 

Por otro lado, experimentos preliminares demostraron que CDAP-4 

afectaba la actividad fagocítica de células mononucleares, aumentando las 

bacterias engullidas y haciendo más eficiente la actividad bactericida de células 

THP-1 y macrófagos (Rodríguez-Gama, Datos no publicados).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La bacteria P. aeruginosa es un patógeno oportunista causante de 

infecciones tanto agudas como crónicas en pacientes inmunocomprometidos o 

con fibrosis quística, es uno de los principales microorganismos en infecciones 

nosocomiales, pues ha desarrollado varios mecanismos de patogenicidad entre 

ellos la formación de biopelículas que representa un mecanismo de resistencia 

hacia los antibióticos y perfecta evasión del sistema inmune. Además presenta 

resistencia intrínseca a varios antibióticos (betalactámicos, carbapenémicos, 

fluoroquinolonas), por lo que P. aeruginosa se convierte en un problema de salud 

por su difícil erradicación.  

Gracias a su crecimiento en biopelículas esta bacteria puede colonizar 

superficies inertes como dispositivos médicos (catéter, prótesis, sondas), 

diseminando y empeorando la infección. 

Por todo lo anterior es necesario estudiar y desarrollar nuevas moléculas 

que solas o en conjunto con los antibióticos comunes, posean la capacidad de 

erradicar las biopelículas. 

En los últimos años, la evaluación de péptidos antimicrobianos contra la 

formación de biopelículas ha tenido resultados favorables, y ya que las 

quimiocinas y péptidos derivados comparten muchas propiedades en común con 

los péptidos antimicrobianos, se  estudió el efecto  de CDAP-4 como posible 

antibiopeíiculas. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Los péptidos antimicrobianos han demostrado ser eficientes contra 

biopelículas. De manera interesante, las quimiocinas o péptidos derivados de 

éstas comparten muchas propiedades fisicoquímicas en común con éstos. En 

nuestro laboratorio se demostró que la quimiocina CLL13 tiene efectos 

antimicrobianos y para determinar que porción de la proteína era la responsable 

se emplearon péptidos sintéticos basados en la secuencia de CLL13. Uno de 

estos péptidos, derivado de la parte carboxilo terminal de CCL13, presentó 

actividad como péptido antimicrobiano similar a las defensinas. CDAP-4, es 

efectivo contra P. aeruginosa tanto en su forma planctónica como en biopelículas 

formadas en materiales como el polivinilo, sin embargo no se conoce si su efecto 

anti-biopelículas es igual en otros materiales ni los mecanismos por los cuales 

CDAP-4 las inhibe in vitro. Por lo tanto es necesario el análisis de los efectos de 

CDAP-4 en estas estructuras para poder dilucidar los mecanismos y proponer su 

potencial uso como antimicrobiano.  
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HIPÓTESIS 

El péptido CDAP-4 presentará un efecto inhibidor en la formación de 

biopelículas de P. aeruginosa; afectando mecanismos implicados en la motilidad 

bacteriana así como favorecerá  su eliminación por células monocíticas in vitro. 
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OBJETIVOS 

 

 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos del péptido antimicrobiano CDAP-4 en modelos in vitro  

de formación de biopelículas de P. aeruginosa y en su eliminación por células 

fagocíticas. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar  el efecto de CDAP-4 en biopelículas formadas in vitro en 

microplacas por tinción con cristal violeta. 

 

2. Evaluar si las motilidades “swarming” y “twitching”,  son afectadas por 

CDAP-4. 

 

 

3. Determinar el efecto de CDAP-4 en la biopelícula por microscopía 

electrónica de barrido. 

 

4. Evaluar el efecto  de CDAP-4  en la eficiencia de eliminación de 

biopelículas por células monocíticas in vitro. 
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MATERIALES Y METODOS 

CEPAS EMPLEADAS 
 
PAO1 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 39324 
Pseudomonas aeruginosa mucoide 5278 Aislado Clínico 
 

CULTIVO Y CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

 
Las cepas empleadas en este trabajo se crecieron en 10 ml de medio Luria-

Bertani (LB, ver apéndice 2) a 37 °C con una agitación de 200 rpm durante 18 
horas (cultivo “overnight”), posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm por 5 min, 
se retiró  el sobrenadante, se realizó un lavado con buffer de fosfatos salino (PBS 
0.01M) y se resuspendieron en medio LB fresco con 20% de Glicerol. La 
suspensión se colocó en crioviales que se guardaron a -70 °C. 
 

CULTIVO DE TRABAJO 

  
La suspensión bacteriana contenida en los crioviales se descongeló, según 

la cepa a emplear. Se tomaron 10 l para inocularlos en 10 ml de medio LB fresco. 
El nuevo cultivo, se incubo durante 18 horas a 37°C con agitación de 200 rpm. 

Pasadas las 18 horas se tomaron 2ml del cultivo de trabajo de las diferentes 
cepas y se colocaron en tubos eppendorf ®. Los tubos eppendorf ®, se 
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante resultante se eliminó y 
el botón se lavó con PBS 0.01 M. Posteriormente el botón se resuspendió en 1 ml 
de PBS 0.01 M. A la suspensión anterior, se le ajustó la absorbancia para que 
fuera equivalente al estándar de McFarlan No. 0.5 (ver anexo 1). La suspensión 
ajustada  (equivalente a 1 x 108UFC/ml), se diluyó 1:20 en PBS 0.01 M.  

 
 

CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI) DEL PÉPTIDO CDAP-4 

FRENTE A CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa 

 
La CMI se obtuvo por microdilución en caldo. Se realizaron diluciones del 

péptido (CDAP-4), en medio TSB al 1%, a las concentraciones de 256 gml-1 

(109.4 M), 128 gml-1 (54.7 M), 64 gml-1 (27.3M), 32 gml-1 (13.7 M), 16 

gml
-1

 (6.8 M), 8 gml
-1

 (3.4 M).  
 
Posteriormente en una placa de poliestireno con 96 pozos de fondo plano, 

estéril, se colocaron 100 l de cada una de las diferentes diluciones de CDAP-4; 
las primeras dos filas de arriba hacia abajo, se llenaron solo con medio TSB 1 % 
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sin péptido. Estas dos filas se tomaron como el control de esterilidad y el control 
negativo sin péptido (Ver apéndice 1). A continuación se inoculó cada pozo con 10 

l del cultivo de trabajo (para tener una concentración bacteriana final de 
aproximadamente 5 x105 UFCml-1, en cada pozo). Las placas se incubaron a 37 
°C durante 24 horas sin agitación. Después de este tiempo se observaron las 
placas y se determinó la CMI como la concentración más baja detectada a simple 
vista, donde se vio inhibido completamente el crecimiento en los pozos. (102) 
 

FORMACIÓN DE LA BIOPELÍCULA EN MICROPLACAS DE 96 POZOS POR 
TINCIÓN CON CRISTAL VIOLETA 

 
Esta prueba se determinó según el protocolo de O´Toole y colaboradores 

(103) con algunas modificaciones descritas a continuación. 
 

Inhibición en la formación de la biopelícula. En placas de poliestireno 

estériles, de 96 pozos de  fondo plano, se inocularon 100 l por pozo de las 

diluciones correspondientes; 256 gml-1 (109.4 M), 128 gml-1 (54.7 M), 64 

gml-1 (27.3M), 32 gml-1 (13.7 M), 16 gml-1 (6.8 M), 8 gml-1 (3.4 M). Las 
primeras dos filas se llenaron con medio TSB 1% sin CDAP-4, para los controles 
(ver apéndice 1). Posteriormente, el cultivo de trabajo se diluyó 1:10, para que  
fuera equivalente a 5 x105 UFCml-1. Las placas con las diluciones del péptido, se 

inocularon con 50 l de la suspensión 5 x105 UFCml-1. A continuación se  
incubaron durante 24 horas a 37°C en condiciones estáticas. Pasado el tiempo de 
incubación, se realizaron dos lavados a los pozos con PBS 0.01 M, para eliminar 
el material no adherido. 

 Las placas se secaron 2 horas a 37°C. Inmediatamente se tiño con 150 l 
de una solución de cristal violeta 0.1% por 15 min; acto seguido, se retiró el 
exceso de colorante y se lavaron los pozos con agua destilada. Las placas teñidas 

se secaron a temperatura ambiente y a posteriormente se agregaron 150 l de 
etanol al 90 % a cada pozo. Luego se midió la absorbancia con un lector de placas 
(ver apéndice 3) a 600 nm. Esta absorbancia nos indica indirectamente que tanta 
biomasa (biopelícula) quedó adherida a la placa. 
 

Erradicación de la biopelícula. La biopelícula se formó en una placa de 

poliestireno de 96 pozos de fondo plano, estéril. Se colocaron 100 l en cada pozo 
del cultivo de trabajo diluido 1:10, en medio LB (5 x105 UFCml-1). Las placas se 
incubaron durante 24 horas a 37°C en condiciones estáticas. Pasado el tiempo de 
incubación se eliminó el sobrenadante con dos lavados de PBS 0.01M. A 

continuación se pusieron 150 l de las diluciones del péptido en medio TSB 1%; 

256 gml-1 (109.4 M), 128 gml-1 (54.7 M), 64 gml-1 (27.3M), 32 gml-1 (13.7 

M), 16 gml-1 (6.8 M), 8 gml-1 (3.4 M) y medio sin péptido para los controles 
(Apéndice 1). 
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Las placas se incubaron posteriormente 24 horas adicionales a 37°C, en 
condiciones estáticas, pasadas las 24 horas se procedió con el lavado, la tinción y 
la lectura como se explicó anteriormente. 
 

Inhibición en la adhesión de la biopelícula. Las placas de poliestireno, se 

trataron previamente con soluciones del péptido en PBS 0.01 M (150 l/pozo) a 

diferentes concentraciones: 256 gml-1 (109.4 M), 128 gml-1 (54.7 M), 64 gml-

1 (27.3M), 32 gml-1 (13.7 M), 16 gml-1 (6.8 M), 8 gml-1 (3.4 M) y PBS 0.01 
M sin péptido para los controles (apéndice 1). En seguida, se incubaron durante 
24 horas a 37°C en agitación a 200 rpm. Al término de la incubación, se eliminó el 

líquido de cada pozo y se procedió a inocular con 100 l de una suspensión 
bacteriana equivalente a 5 x105 UFC/ml por pozo en medio TSB 1 %. Las placas 
se incubaron durante 24 horas a 37°C en condiciones estáticas  y se siguió el 
mismo procedimiento descrito anteriormente, para el lavado, tinción y lectura. 
 
  

ENSAYO PARA MOTILIDAD “SWARMING” 

 
Para evaluar el efecto de CDAP-4 en la motilidad “swarming” de P. 

aeruginosa, se realizó el ensayo descrito por De la Fuente Núñez C. y 
colaboradores (81) con algunas modificaciones. 

 De un cultivo “overnight” en medio LB, se tomaron 2 ml,  se centrifugaron, 
lavaron y el “pellet” se resuspendió en PBS 0.01 M.  Posteriormente la suspensión 

bacteriana se ajustó a una A620 de 0.6. A continuación se tomaron 2 l de la 
suspensión anterior y se inocularon en el centro de una placa Petri de 60 x 15 mm 
con medio M9 modificado (ver apéndice 2), con o sin él péptido. La gota se dejó 
secar y las placas petri se incubaron 24 horas a 37°C. El diámetro de los halos de 
motilidad se midió con el programa ImageJ. 
 

ENSAYO PARA MOTILIDAD “TWITCHING” 

 
El ensayo de motilidad “twitching” se realizó según Deligianni E. y 

colaboradores (33) con algunas modificaciones. 
 
A partir de un cultivo “overnight” estriado en agar LB (apéndice 2), se tomó 

una colonia con la punta de un palillo estéril y se inoculó por picadura en el centro 
de una placa petri de 60 x 15mm con medio LB al 1.2 % de agar, con el péptido a 

diferentes concentraciones, 10 g/ml (4.3M), 20 g/ml (8.5 M), 50 g/ml (21.4 

M) y sin el péptido para el control negativo. Las placas se incubaron durante 24 
horas a 37°C, posteriormente se midió la superficie de los halos de motilidad con 
el programa imageJ. 
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MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 

 
Se siguió el protocolo descrito en Deligianni E. y colaboradores (33).  
 
Evaluación del efecto en la formación de la biopelícula. En una placa de 

6 pozos con cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diámetro, se pusieron 4 ml de 
una suspensión bacteriana de la cepa PAO1, equivalente a 1x106 UFC/ml con el 

péptido a la CMI (54.7 M) y 0.5 CMI en medio LB. Los cubreobjetos sirvieron 
como superficie de adhesión para bacteria. La placa se incubó durante 24 horas.  

 
Evaluación en biopelículas preformadas. En una placa de 6 pozos, se 

dejó crecer la biopelicula en cubreobjetos de vidrio de 18 mm durante 24 horas. 
Pasado el tiempo, los cubreobjetos  se colocaron en 4 ml de medio nuevo con el 
péptido a la CMI ó 0.5 CMI y se dejaron incubando a 37°C durante 24 horas. Para 
el control el cubreobjetos se puso con 4 ml de medio LB sin el péptido. 
Las bacterias adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas, lavadas, deshidratadas, 
secadas a punto crítico y cubiertas con oro, para ser observadas con un 
microscopio de barrido JEOL JSM-5410LV, el procesamiento y observación de las 
muestras se realizó en la Unidad de Imagenología del Instituto de Fisiología 
Celular de la UNAM. 
 

CULTIVO DE CÉLULAS THP-1 

 
Se cultivaron células THP-1 en placas petri (corning TM de 100 x 20 mm), 

como medio de crecimiento se usó RPMI 1640 suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (SFB) (ver apéndice 2) y antibióticos (Penicilina/ Estreptomicina 100U/ 
ml). Las células se incubaron a 37°C,  5% de CO2, hasta obtener una confluencia 
de 1x106 células /ml. El conteo se realizó con cámara de Neubauer. A 
continuación, se verifico que las células tuvieran una viabilidad mayor a 95% para 
los ensayos de infección con PAO1. 
 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE CDAP-4 EN CO-CULTIVOS DE CÉLULAS 
THP-1/ BACTERIAS PLANCTÓNICAS  

 
Se tomó como referencia la metodología descrita por Julen M. y 

colaboradores (104). 
En tubos eppendorf ® se pusieron 2 x105 células THP-1 en medio RPMI 1640 sin 
antibióticos, suplementado con 10% de SFB. A cada tubo posteriormente se le 

agrego 100 l de una suspensión bacteriana en PBS 0.01 M, incubada junto con el 
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péptido a diferentes concentraciones 256 g/ml (109.4 M), 128 g/ml (54.7 M), 

64 g/ml (27.3 M), 32 g/ml (13.7 M) y un control sin péptido, durante 1 hora a 
37°C. La relación células THP-1/UFC de P. aeruginosa PAO1 fue de 1:20. 
Los tubos con las células y las bacterias se centrifugaron 3 min a 1300 rpm para 
favorecer las interacciones bacteria-célula. Se incubaron durante tres horas.  
Posteriormente las células se lavaron con 1ml de PBS 0.01 M frío, se 
centrifugaron y se dejaron incubando durante una hora con 1ml de gentamicina 

(100 g/ml) para eliminar las bacterias extracelulares residuales. Finalmente se 
lavaron tres veces con PBS frío, se lisaron con 0.5 ml de agua destilada estéril. Al 
lisado resultante se le hicieron diluciones 1:10. Las diluciones se plaquearon en 

agar LB (100 l) por el método de extensión en placa, para cuantificar las UFC/ml 
recuperadas. 
 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE CDAP-4 EN CO-CULTIVOS DE CÉLULAS 
THP-1/ BIOPELÍCULAS  

 
Para esta prueba se tomó como referencia los ensayos propuestos por 

Sasha. y colaboradores (105) con algunas modificaciones. 
 

En placas de 96 pozos con fondo plano, estériles, se inocularon 100 l de 
del cultivo de trabajo de P. aeruginosa PAO1 equivalente a 5 x106 UFCml-1 
suspendidos en medio LB. Las placas se incubaron 24 horas sin movimiento. Al 
día siguiente se realizó un lavado con PBS 0.01M. Se tomaron algunos pozos 
como control de inóculo, para conocer el valor del inóculo inicial. El contenido de 
los pozos se plaqueo en agar LB por el método de recuento en placa por siembra 
de gotas en superficie (106). 
A continuación a esta  placa con la P. aeruginosa PAO1 adherida, se le agregaron 
2 x105 células THP-1 por pozo en medio RPMI con 10% SFB y el CDAP-4 a 

diferentes concentraciones, 256 g/ml (109.4 M), 128 g/ml (54.7 M), 64 g/ml 

(27.3 M), 32 g/ml (13.7 M). Los co-cultivos se incubaron durante 3 horas a 
37°C y 5% de CO2. Al finalizar ese periodo, el contenido de los pozos se mezcló 
con ayuda de la punta de una pipeta, 20 veces y se realizaron diluciones 1:10. El 
líquido mezclado de los pozos se sembró en placas de agar LB (24 horas, 37°C) 
por el método de recuento en placa por siembra de gotas en superficie para 
conocer las UFC remanentes después del tratamiento con CDAP-4 en conjunto 
con las THP-1.  
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CONTEO BACTERIANO   

 
Para los lisados de la prueba THP-1/Bacterias planctónicas, el cálculo   

para cuantificar las UFC se hizo tomando en cuenta el factor de dilución y las UFC 
cuantificadas en las placas. 
 

Para determinar las bacterias remanentes después de la prueba de 
interacción de biopelículas con las THP-1, se usó el método de goteo en placa 
descrito por Reed R.W y Reed G. B. (106), de cada dilución, se sembraron gotas 

de 20 l en placas de agar LB. Las placas se incubaron 24 horas a 37°C y las 
UFC/ml remanentes se calcularon con la siguiente formula. 
 

   

  
 
 

 
        

 
Dónde: 
A: No. de colonias por placa 
B: No de gotas por placa  
C: Número de gotas por ml 
D: Factor de dilución 
 

ESTADISTICA 

 
Los datos se presentan como curvas de dispersión de cada uno de los 

valores obtenidos para tres experimentos independientes por triplicado o duplicado 
según corresponda (en cada figura se especifica la n). Para encontrar diferencias 
significativas entre grupos se realizó la prueba ANOVA de una vía, con p < 0.05 
seguida por un análisis múltiple Dunnett. Se usó el programa Graph Pad PRISM  
Versión 6.01. 
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RESULTADOS 

 

Concentración mínima inhibitoria (CMI) de CDAP-4 sobre Pseudomonas 
aeruginosa. 

Inicialmente se determinaron las concentraciones inhibitorias para las cepas 

empleadas en este estudio (Tabla 7), donde se observa que para la cepa PAO1 y 

la ATCC 39324 la CMI fue de 54.7 M, mientras que para el aislado clínico P. 

aeruginosa 5278 la CMI es de 109.4 M, por lo tanto es mayor que para las otras 

cepas. 

 

Tabla 7. Concentraciones Mínimas Inhibitorias para diferentes cepas de 
Pseudomonas aeruginosa. 

CEPA FENOTIPO CMI µM 

PAO1 
 

No mucoide 54.7 

P. aeruginosa ATCC 39324 
 

Mucoide 54.7 

P. aeruginosa 5278 (aislado clínico) 
 

Mucoide 109.4 

 

Efecto de CDAP-4 en las biopelículas de Pseudomonas aeruginosa in vitro. 

Posteriormente se determinó el efecto que tenía el péptido CDAP-4 en la 

prevención de formación de biopelículas (Fig. 15 A, B, C). La concentración que 

previene la adhesión de P. aeruginosa PAO1 en un 50% respecto al control sin el 

péptido fue de 27.3 µM y es menor a  la CMI obtenida. Mientras que para para la 

cepa ATCC 39324 solo se vio un buen efecto a 109.4 µM donde la biomasa es 

aproximadamente 75 % menos respecto al control y de manera contraria a lo 

esperado se vio un aumento en la biomasa a concentraciones debajo de 54.7 M. 

Para el aislado clínico de P. aeruginosa 5278,  la CMI disminuyó más del 50%, 
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aunque a menores concentraciones no se tiene un resultado concluyente por la 

variabilidad.  

También se probó si CDAP-4 tenía un efecto en las biopelículas 

preformadas (Fig. 16  A y B), para lo cual se dejó que el biofilm creciera 

previamente por 24 horas y posteriormente se trató 24 horas adicionales con 

CDAP-4 a diferentes concentraciones. El resultado fue, que para la cepa P. 

aeruginosa PAO1 (Fig 16 B), el péptido disminuyó la cantidad de biomasa en un 

50 % a concentraciones entre 6.8 M a 54.7 M. Mientras que para el aislado 

clínico de P. aeruginosa 5278 solo a 109.4 M se disminuyó un 40% 

aproximadamente lo adherido respecto al control sin el péptido. Como en la 

prueba anterior, se observó el fenómeno de aumento de la biomasa respecto al 

control, después de que se adicionaron concentraciones subinhibitorias (Ver 

Figura 15). Es importante recordar que tanto la cepa ATCC 39324 como el aislado 

clínico 5278 tienen un fenotipo mucoide, que probablemente las hace más 

resistentes al uso de antimicrobianos. Además se ha observado que 

concentraciones debajo de la CMI de algunos antimicrobianos incrementa la 

producción de alginato (19, 20, 21), posiblemente es la razón por la cual la 

biomasa cuantificada sea mayor que cuando no está el péptido. 

Adicionalmente, se determinó si el tratamiento de las placas, previamente 

con una solución del péptido, evitaba la adherencia de bacterias (Fig. 16 C y D). 

Los resultados mostraron que el pre-tratamiento de placas de poliestireno con 

CDAP-4 previene la adhesión bacteriana de P. aeruginosa PAO1 a 27.3 M en un 

50%, en cambio para las demás concentraciones no hay un efecto notable.  Para 

la cepa 5278 no se vio efecto significativo en la disminución en la biomasa 

adherida, aunque la gráfica muestra el mismo patrón que para P. aeruginosa 

PAO1 con una tendencia a disminuir a 27.3 M. Sin embargo se observó de nuevo 

un aumento de la biomasa a concentraciones subinhibitorias (6.8 M).  
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Figura 15.  CDAP-4 afecta la formación de biopelículas de Pseudomonas aeruginosa in vitro.  
Cada punto representa un valor de absorbancia después de incubar P. aeruginosa junto con CDAP-4, 
en el control solo se puso medio de crecimiento sin péptido y la cepa bacteriana n=9. 
A) Datos de absorbancia Pseudomonas aeruginosa ATCC 39324 con CDAP-4. B) Absorbancia 
Pseudomonas aeruginosa 5872 con CDAP-4. C) Valores de absorbancias de PAO1 cultivada con 
CDAP-4. Gráficos representativos de tres experimentos, realizados por triplicado.  * (p=0.027)   ** 

(p=0.003) *** (p=0.0003) **** (p<0.0001) 

Figura. 17 CDAP-4 afecta la formación de biopelículas de Pseudomonas aeruginosa in vitro 

A 

C

B
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Figura 16. CDAP-4 disminuye las  biopelículas pre-formadas de Pseudomonas aeruginosa y 
su adhesión en placas pre-tratadas in vitro. Cada punto representa un valor de absorbancia, en 
el control solo se puso medio de crecimiento sin péptido y la cepa bacteriana n=9. 
A y B) Absorbancias obtenidas después de tratar las biopelículas previamente formadas con 

CDAP-4 (P. aeruginosa 5872 y PAO1 respectivamente) Ver metodología. C Y D) Valores de 

absorbancia obtenidas de placas  pre-tratadas con CDAP-4 y donde posteriormente se cultivó P. 

aeruginosa 5872 y PAO1 respectivamente. Se realizaron tres experimentos independientes, por 

triplicado * (p=0.03)  ** (p= 0.0071, 0.002) *** (p=0.0005) **** (p<0.0001) 
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Efecto de CDAP-4 en las motilidades “swarming” y “twitching” 

 

Se evaluó si CDAP-4 tenía un efecto sobre la motilidad “swarming” y 

“twitching” en las cepas de P. aeruginosa (PAO1 y aislado clínico 5278) (Fig. 17 y 

18). Estas motilidades son importantes para la formación de las biopelículas y 

colonización de un hospedero.  

Se observó una disminución entre un 20 y un 50% del halo de motilidad 

“swarming”, para concentraciones subinhibitorias de CDAP-4, el mayor efecto se 

observa a 2.6 µM, esta prueba solo se realizó para la cepa P. aeruginosa 5872, 

(Fig. 17 A y B), ya que la cepa de P. aeruginosa PAO1 que tenemos en nuestro 

laboratorio no presentó la motilidad característica de este tipo a las condiciones 

experimentales. 

Del mismo modo, se evaluó la superficie de los halos de crecimiento para la 

motilidad tipo “twitching” en la que el pili es la principal estructura responsable. Se 

registró qué, para la cepa P. aeruginosa PAO1 la concentración de 4.3 µM tiende 

a disminuir respecto al control el halo de motilidad, pero a concentraciones 

mayores el halo aumenta, observándose un halo menos circular y más irregular 

(Fig. 18 A y B). Por el contrario la cepa P. aeruginosa aislado clínico 5278 al 

crecer en presencia de CDAP-4 presentó una predisposición a disminuir el halo de 

motilidad (Fig. 18 A derecha y C), donde los halos se ven más homogéneos y el 

efecto observado es de más del 50% desde 4.3 M. 

 

 Algunos péptidos antimicrobianos, estimulan esta motilidad activando la 

expresión de genes responsables de la biogénesis del TFP (81), mientras que 

otros antimicrobianos actúan inhibiéndola (121). Cualquier efecto en el twitching se 

traduce en mala formación de microcolonias y fallo en la formación de biopelículas 

(25, 33). 
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Figura 17. CDAP-4 inhibe la motilidad “swarming” de Pseudomonas aeruginosa in vitro 
mecanismo importante para la formación del  biofilm. A) Fotografías de halos de motilidad 
“swarming” a diferentes concentraciones de CDAP-4, el control es medio de cultivo sin CDAP-4 B) 
Representación gráfica del análisis de motilidad n=6. Los datos representan los valores obtenidos de 

tres experimentos independientes por duplicado. **** (p<0.0001)  
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Figura 18. CDAP-4 afecta la motilidad twitching de Pseudomonas aeruginosa in vitro A) 
Fotografías de halos de motilidad twitching a diferentes concentraciones subinhibitorias de CDAP-4 
para Pseudomonas aeruginosa 5278 y PAO1 B y C) Gráficos de dispersión de las mediciones de las 
áreas de motilidad “twitching” de P. aeruginosa. Tres experimentos por duplicado n=6  * (p=0.0233) 

**(p=0.0096) 

Figura. 18 CDAP-4 inhibe la motilidad swarming de Pseudomonas aeruginosa in vitro 

Figura. 19 CDAP-4 afecta la motilidad twitching de Pseudomonas aeruginosa in vitro 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

PAO1 5278 

A CONTROL 5278 

4.3 M 

8.5 M 

21.4 M 

CONTROL PAO1 

     4.3 M 

B 

C 

C 

21.4 M 

    8.5  M 

Biochemic



 

 56  

Figura. 20 Observación del efecto de CDAP-4 por Microscopia electrónica de barrido 

A C B 

E 

B C 

D 

Efecto de CDAP-4 en la biopelícula observado por microscopía electrónica 
de barrido. 

Para conocer el efecto del péptido CDAP-4 microscópicamente, sobre las 

biopelículas de P. aeruginosa, primero se dejó que se formaran en cubreobjetos 

de vidrio, para que posteriormente se tratarán con la CMI y la mitad de la CMI 

contra la cepa P. aeruginosa PAO1 (Fig.19 B y C). Asimismo, se examinó el efecto 

en la formación de las biopelículas al incubar la cepa a la par junto con la CMI y la 

mitad de ésta durante 24 horas (Fig. 19 D y E). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Observación del efecto de CDAP-4 sobre la formación de la biopelícula por  
microscopía electrónica de barrido. A) Control P. aeruginosa PAO1 sin péptido, B) Biopelícula 

preformada tratada con CDAP-4 a la CMI (54.7 M) 24 horas, C) Biopelícula preformada tratada 

con CDAP-4 a 27.3 M por 24 horas, D) P. aeruginosa PAO1 cultivada con CDAP-4 27.3 M por 

24 horas, E) P. aeruginosa PAO1 cultivada con la CMI (54.7 M) durante 24 horas. Aumento 
1000X 

 

Por microscopía electrónica de barrido a un aumento de 1000X, vimos que 

la biopelícula preformada que se trató con CDAP-4 durante 24 horas, no tiene un 

efecto evidente respecto a la cantidad de microorganismos adheridos a la 

superficie de vidrio (Fig. 19 B y C), sin embargo, aparentemente se forma una 

estructura más compacta. No obstante, cuando se hace un acercamiento a mayor 
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Figura. 21 Efecto de CDAP-4 por Microscopia electronica de barrido 20000 aumentos 

aumento (20, 000X) (Fig. 20 B y C), a la CMI la membrana de las bacterias 

adheridas ha sufrido cambios que se observan como pequeñas burbujas que 

sobresalen de la superficie bacteriana (“blebs”) (Fig. 20 B); mecanismo que refleja 

el característico de daño causado por algunos péptidos catiónicos. A la mitad de la 

CMI también se observan bacterias dañadas, que han perdido la integridad la 

membrana (Fig. 20 C), incluso hay formación de poros. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Observación del efecto de CDAP-4 sobre la membrana de P. aeruginosa PAO1 
que constituyen la biopelícula, por  microscopía electrónica de barrido. A) y D) Control PAO1 
sin CDAP-4, B) Biopelícula preformada tratada con la CMI de CDAP-4, 24 horas, C) Biopelícula 
preformada tratada con 0.5 CMI de CDAP-4 24 horas, E) PAO1 cultivada con CMI de CDAP-4, 24 
horas, F) PAO1 cultivada con  0.5 CMI de CDAP-4, 24 horas. Aumento 20000X 

 
Cuando la cepa de P. aeruginosa PAO1 se cultivó junto con el CDAP-4 

durante 24 horas se observó que la adhesión al cubreobjetos de vidrio se era 

menos, representada por una baja cantidad de microorganismos observados en el 

campo comparado con el control (Fig. 19 E y F). A un aumento de 20,000X, vemos 

que a  la CMI de CDAP-4 las bacterias adheridas son de menor tamaño y con una 

forma redondeada (Fig. 20 E), diferentes de las del control con la forma 

característica de bacilos (Fig. 20 A y D).  

Mientras que cuando CDAP-4 se evaluó a la mitad de la CMI, las células 

conservaron su forma de bacilos a pesar de que algunas habían perdido la 

integridad de su membrana; como consecuencia se observaron poros en la 

superficie y la presencia de “blebs”.  
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Figura. 22 CDAP-4 aumenta la capacidad de eliminación de células plantónicas y biofilm de PAO1 por células 
THP-1 

Con lo anterior, inferimos que, cuando la biopelícula ya está formada el 

péptido es  capaz de dañar a las bacterias que se encuentran hacia la superficie 

del biofilm. Además qué el efecto observado cuando se cultiva la P. aeruginosa 

PAO1 junto con CDAP-4 es más evidente, puesto que se observa un cambio de 

forma celular y daño en la membrana. 

 

Efecto de CDAP-4 sobre la capacidad de eliminación  de células planctónicas 
y biopelículas de Pseudomonas aeruginosa PAO, por células THP-1. 

Se evaluó el efecto de CDAP-4 sobre la eliminación de P. aeruginosa en 

estado planctónico y en biopelículas por células THP-1, proponiéndose como 

modelo sobre lo que podría suceder en una infección crónica.  

La sobrevida intracelular de P. aeruginosa PAO1 disminuye de una manera 

dosis dependiente (Fig. 21 A); incluso a concentraciones subinhibitorias de CDAP-

4, las UFC recuperadas del lisado después del tiempo de la prueba fueron 

menores que cuando la bacteria se incubó con THP-1 en ausencia de CDAP-4. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Efecto de CDAP-4 sobre la capacidad de eliminación  de células planctónicas y 
biopelículas de P. aeruginosa PAO1 por células THP-1. A) UFC obtenidas de células lisadas 
THP-1, incubadas con P. aeruginosa por 3 horas en conjunto con CDAP-4, B) UFC obtenidas 

después de la interacción células THP-1/biopelículas, en presencia de CDAP-4. Inóculo inicial 
3X10

9 
± 5 X 10

8
UFC/pozo. En A) resultados del promedio de tres experimentos hechos por 

duplicado n=6. Para B), cada punto representa un dato obtenido de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. n= 9. ** (p=0.0018) *** (p=0.0009) 
 

Se evaluó también el efecto de CDAP-4 en la eliminación de biopelículas 

preformadas de 24 horas por células THP-1 (Fig. 21 B). Se pudo observar que 

CDAP-4 favorece la eliminación de la biopelícula por las células THP-1 a 

A 

A B 



 

 59 

concentraciones menores de la CMI del péptido, al menos en las repeticiones 

realizadas con nuestras condiciones experimentales, por esa razón hubo una 

tendencia a disminuir  las UFC recuperadas posterior a la incubación cuando 

CDAP-4  está presente. 
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DISCUSIÓN  

 

En los últimos años se han hecho diferentes investigaciones para 

desarrollar o mejorar moléculas que afecten a las biopelículas generadas por 

bacterias patógenas, puesto que estas estructuras son responsables de un alto 

porcentaje de infecciones crónicas y las bacterias que los forman son de 10-1000 

veces más resistentes a los antibióticos (10).  

El péptido generado de la región carboxilo terminal de la quimiocina CCL13 

(CDAP-4) ha mostrado ser efectivo contra algunas bacterias gram-negativas 

principalmente P. aeruginosa (99). En este trabajo se demostró que disminuye la 

adhesión a placas de poliestireno a concentraciones mayores de 27M, además 

de afectar algunos mecanismos importantes para su desarrollo. 

La evaluación mostró, que la CMI de CDAP-4 para algunas cepas de P. 

aeruginosa (Tabla 7) está entre 54.7-109.4 µM (128 µg/ml-256 ug/ml), mientras 

que las cepas de referencia (P. aeruginosa PAO1 Y ATCC 39324) tienen una CMI 

menor al aislado clínico con fenotipo mucoide que muestra alta producción de 

alginato. La CMI obtenida está dentro del rango en que están  las CMI de otros 

péptidos antimicrobianos con conformación α-hélice, la mayoría presentan CMI 

menores de 50 µM (51-53, 62, 109,114). Por ejemplo la catelicidina LL-37 tiene 

una CMI contra P. aeruginosa de 12 M (64 µg/ml) (53), aunque para la cepa 

PAO1 es de 25 µM (52), siendo la CMI de LL-37 menor que la de CDAP-4. Por 

otro lado un péptido denominado 1037 tiene una CMI de 220 M (304 µg/ml),  

mayor que la de CDAP-4 contra P. aeruginosa (81).  

Generalmente no existe una relación entre la actividad microbicida contra 

bacterias planctónicas y contra biopelículas, ya que hay péptidos antimicrobianos 

que actúan como anti-biopelículas a concentraciones muy por debajo de su CMI, 

mientras que otros a mayores (51-53, 73, 81). Por ejemplo, el péptido 1037 

disminuye un 78% la biomasa del biofilm a 0.5 CMI (81). También hay otros que 

disminuyeron del 35%-45% la biomasa en placas de poliestireno (109). Sin 

embargo, CDAP-4 disminuyó un 50% la biomasa de biofilms de PAO1 a 0.5 CMI, 

mientras que para las otras cepas solo se observó una disminución de 

aproximadamente el 50% a la CMI. No obstante, a concentraciones menores de 

27.3 M no  se pudieron obtener resultados concluyentes de que CDAP-4 tuviera 

un efecto.  

Al mismo tiempo para la cepa 5872 y ATCC 39324, en algunos casos se 

presentan resultados inesperados, como las concentraciones de péptido donde la 

biomasa aumentó  respecto al control sin el péptido a concentraciones por debajo 



 

 61 

de la CMI, principalmente 6.4 M, estos resultados sugieren que el fenotipo 

mucoide confiere mayor protección y resistencia contra CDAP-4.  

Por lo tanto, para las pruebas donde se dejó crecer la bacteria con el 

péptido al mismo tiempo (solo para la cepa P. aeruginosa ATCC 39324), así como 

el tratamiento de biopelículas preformadas y el efecto en el pretratamiento de las 

placas; se obtuvieron resultados contrarios a los esperados a concentraciones 

menores de 6.4 M. Muchos antibióticos a concentraciones por debajo de su CMI 

inducen la formación de biopelículas in vitro (19, 20, 21,110, 120). El aumento en 

la producción de biofilm se ha observado con algunos antibióticos, como resultado 

de incrementar la producción de alginato a concentraciones sub-inhibitorias (19, 

20, 21, 120). Por ejemplo, se ha demostrado que la colistina a concentraciones 

sub-inhibitorias activa la expresión de genes involucrados en la respuesta de QS, 

relacionados con la formación de la biopelícula en P. aeruginosa  (21). Así mismo 

se ha reportado que LL-37 a concentraciones muy debajo de la CMI estimula la 

sobreproducción de alginato (123). Además se ha demostrado que por 

interacciones hidrofóbicas, el alginato producido por éstas cepas interacciona con 

los AMPs disminuyendo su actividad (107). 

Estos fenómenos podrían explicarse por los diferentes blancos que tienen 

los AMP´s para actuar (membrana celular, moléculas intracelulares, disminución 

de síntesis de proteínas, etc.), por lo que pueden afectar de distinta forma las 

biopelículas y el resultado será la sumatoria de todos los efectos en las estructuras 

bacterianas por el péptido antimicrobiano. Para CDAP-4 solo se ha demostrado 

que actúa sobre la membrana bacteriana. 

Adicionalmente CDAP-4 disminuyó la adhesión de PAO1 a placas pre-

tratadas desde 16 µM proponiendo un uso profiláctico en el recubrimiento de 

dispositivos médicos por ejemplo. Los péptidos catiónicos han sido usados para 

recubrir superficies y prevenir la formación de biopelículas (83, 85, 109, 111); por 

ejemplo la nisina y bovicina HC5 se han usado para cubrir placas de poliestireno, 

inhibiendo la adhesión bacteriana a concentraciones subinhibitorias. Estos 

péptidos disminuyen la hidrofobicidad de la superficie (111), pues entre más 

hidrofóbica sea una superficie, más se favorece la adhesión. Además, se ha 

confirmado que cepas bacterianas más hidrofóbicas se unen con más eficiencia a 

estas superficies (112).  

Por lo tanto, podría  evaluarse si el efecto de  CDAP-4 es debido a que su 

unión a las placas disminuye la hidrofobicidad de éstas, reduciendo la adherencia 

de bacterias. Sin embargo, es importante conocer la viabilidad de las bacterias 

que están adheridas a las placas, pues con el método empleado (tinción con 

cristal violeta), no se tiene la certeza si las bacterias están vivas o muertas, que es 
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de esperar que no sean viables  puesto que CDAP-4 como otros AMPs afecta la 

integridad de la membrana. Por ejemplo el péptido LL-37 y péptidos derivados, 

que aumentan la permeabilidad de las bacterias permitiendo la captación de 

yoduro de propidio y disminuyendo la viabilidad dentro de la biopelícula (19, 52, 

53, 73). 

Se sabe que la motilidad en bacterias gram-negativas es necesaria para los 

primeros pasos de formación de biopelículas, debido a que influye en la adhesión 

a superficies (113). CDAP-4 disminuye los halos de motilidad “swarming” de la 

cepa mucoide. Esto sugiere que CDAP-4 actúa inhibiendo la adherencia a 

superficies en etapas tempranas del desarrollo de la biopelícula. Un péptido con 

este efecto es la catelicidina LL-37 y su péptido derivado 1037, que también 

disminuyeron este tipo de motilidad,  reduciendo los diámetros a concentraciones 

subinhibitorias. Estos péptidos además, reducen la expresión de genes flagelares 

(flgB, flgC, flgD, flgF). Por lo tanto, la falta de flagelo causa una adhesión más 

débil y no desarrollo de biopelículas  (81). 

CDAP-4, asimismo, afecta la motilidad “twitching” a concentraciones sub-

inhibitorias. La motilidad “twitching” es dependiente del pili tipo cuatro, necesario 

para la formación de microcolonias e importante para la fase de disgregación de la 

biopelícula (2, 13, 22, 33, 36). Las microcolonias son estructuras que dan lugar a 

biopelículas maduras (33). Para la cepa de P. aeruginosa PAO1, CDAP-4 

presenta un efecto similar a otros péptidos antimicrobianos al promover este tipo 

de movimiento. El péptido LL-37 y algunos derivados promovieron esta motilidad 

como consecuencia de la regulación positiva de genes responsables de la 

biogénesis del pili tipo IV (TFP) (51, 53, 81). Otra molécula con el mismo resultado 

es la lactoferrina, mostrando ser antibiofilm y teniendo acción positiva en el 

“twitching”, aunque el mecanismo está relacionado con la quelación de hierro 

necesario para el movimiento (49).  

Estimular la movilidad mediada por el TFP, hace que la bacteria se mueva 

erráticamente sobre la superficie y no permita su establecimiento en un lugar 

específico, impidiendo que las bacterias formen agregados (microcolonias). Por lo 

tanto se ve afectada la maduración de la biopeícula (33). Un aumento en la 

motilidad “twitching” implica que el biofilm se disgregue con más facilidad 

haciéndolo más susceptible a eliminarse (49, 53, 81). 

Para la cepa 5872, con fenotipo mucoide se ve un efecto contrario respecto 

a la PAO1, puesto que el halo de motilidad “twitching” disminuyó de una manera 

dosis dependiente. A pesar de que el mecanismo principal de los AMPs es el de 

estimular esta motilidad, varios estudios con mutantes deficientes de TFP forman 

biofilms delgados, en los cuales solo existe una monocapa sin desarrollo de las 
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microcolonias (agregados celulares) (25, 33). Cuando el “twitching” es bajo, las 

bacterias no pueden diseminarse a lugares nuevos para colonizar superficies 

lejanas (13, 25, 36). Si bien la relación entre motilidad “twitching” y la formación del 

biofilm es compleja, cualquier afectación en ella puede causar un defecto en el 

establecimiento y maduración de la biopelícula (13, 22, 25, 33, 34, 36). Para 

correlacionar el efecto de CDAP-4 en la motilidad de P. aeruginosa sería 

necesario verificar si nuestro péptido tiene un efecto directo con la regulación 

genética de la bacteria, evaluando la expresión de los genes relacionados con la 

movilidad.  

Los efectos fueron a concentraciones bajas, por lo tanto sería posible que el 

péptido actué formando poros toroidales haciendo muy probable que una porción 

del péptido se difunda hacia el citosol. (62, 64-67) 

El análisis microscópico del efecto de CDAP-4 sobre la biopelícula de P. 

aeruginosa PAO1, mostró que para biopelículas ya formadas, tratadas con CDAP-

4 posteriormente formaron estructuras más compactas cuando se evaluó a la CMI. 

Mientras que se observaron agregados más extendidos a 0.5 CMI a un aumento 

de 1000X. Los péptidos antimicrobianos generalmente disminuyen el número de 

bacterias y el grosor de las biopelículas en modelos experimentales de adhesión a 

puntas (“pegs”) de poliestireno o hidroxiapatita con dosis repetidas durante varios 

días (82, 115).  

Sin embargo, cuando nuestras preparaciones se observan a un mayor 

aumento, las bacterias de la biopelícula al exponerse a la CMI de CDAP-4 

presentan burbujas o ampollas (“blebs”). La formación de “blebs” es característica 

de las catelicidinas y algunas quimiocinas antimicrobianas antes de que la bacteria 

muera (95, 115). Por lo tanto, CDAP-4 afecta la integridad de la membrana como 

ya se había comprobado anteriormente en nuestro laboratorio para las bacterias 

planctónicas (99). Además, por microscopía electrónica a 0.5 CMI de CDAP-4, se 

observan poros. La producción de “blebs” y poros hace a la biopelícula más 

susceptible de ser atacada por antibióticos o por el sistema inmune.  

En contraste, cuando CDAP-4 se deja junto con las bacterias en 

crecimiento, la adherencia es menor después de 24 horas (aunque solo se tuvo un 

control sin péptido con crecimiento de 48 horas). Estos resultados indican, junto 

con las pruebas en placa, que CDAP-4 disminuye la adhesión de bacterias, puesto 

que la superficie cubierta es menor (Fig. 19 A, D y E).  A un mayor aumento se 

presenta un fenómeno muy interesante; cuando el CDAP-4 se evalúa a la CMI, la 

forma bacteriana cambio a una figura parecida a un coco. Antimicrobianos que 

inhiben la síntesis de la pared celular (116-118) causan este efecto en la forma 

bacteriana. Por ejemplo, la lisozima provoca también una forma esferoide en P. 
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aeruginosa (118). Otro péptido con características fisicoquímicas similares a 

CDAP-4, denominado PGLa, causa un acortamiento similar de E. coli y producción 

de “blebs” (119). Los resultados observados por microscopía electrónica de 

barrido sugieren que CDAP-4 podría estar actuando sobre la síntesis de la pared 

bacteriana de PAO1 a la CMI. Mientras que  a 0.5 CMI el efecto de CDAP-4 es 

sobre la superficie celular, ocasionando formación de poros y “blebs”. 

CDAP-4 disminuye la vida intracelular de P. aeruginosa PAO1 en células 

THP-1 de manera dosis dependiente (Fig. 21), demostrado por la disminución en 

la UFC recuperadas después de lisar las células. Los resultados nos dan una idea 

de lo que podría estar sucediendo, pero el mecanismo es aún desconocido. Cabe 

mencionar, que en esta prueba, las bacterias estuvieron en contacto una hora 

previa con el CDAP-4 y luego se realizó el co-cultivo con las THP-1. El contacto de 

las bacterias con el CDAP-4 las vuelve más susceptibles de ser destruidas por los 

monocitos. Es necesario comprobar la cantidad real de bacterias que entran por 

célula para poder correlacionar los resultados obtenidos. Aunque haya menor 

cantidad de bacterias viables dentro de la célula, recuperadas al sembrar el lisado 

en presencia de CDAP-4, probablemente nos indica que, además de que CDAP-4 

actúa directamente como antimicrobiano posiblemente  afecta también algunos 

mecanismos de regulación cuando un patógeno entra a la célula.  

Por ejemplo, AMPs como las catelicidinas aumentan la fagocitosis de E. coli 

y S. aureus por células THP-1 que fueron pre-tratadas con los péptidos. Además, 

estos péptidos disminuyeron la sobrevivencia intracelular de S. aureus (75). Otros 

ensayos, demostraron que AMPs funcionan como opsoninas (77). LL-37 eleva la 

expresión de moléculas implicadas en la fagocitosis, como FcγRs, CD14, TLR4 en 

macrófagos pre-tratados con el péptido (75, 77). Por lo tanto, sería necesario 

hacer experimentos para saber cómo CDAP-4 actúa junto con las células THP-1.  

Por otro lado, cuando se ponen al mismo tiempo las células THP-1 junto 

con el péptido en biopelículas ya formadas, la eliminación del biofilm es más 

eficiente que cuando no está presente CDAP-4 (Fig. 21 B). En infecciones 

asociadas a materiales externos (catéteres o sondas), podría prevenirse que la 

infección empeore si está presente CDAP-4, puesto que se evitaría el crecimiento 

y aumento de la densidad de la biopelícula junto con las células del sistema 

inmune. No obstante, es necesario investigar el efecto de CDAP-4 en la célula 

fagocítica, además de directamente en el biofilm. Por lo tanto, tendrá que 

comprobarse si las células THP-1 son capaces de fagocitar a las bacterias de la 

biopelícula y evaluar si también si la biopelícula aumenta su población durante el 

tiempo del experimento, ya que en la prueba únicamente se midió el inoculo inicial 

(Ver Fig. 21). Además, aún no existen reportes  sobre el efecto de péptidos 

antimicrobianos en la fagocitosis de biopelículas puesto que, la mayoría de los 
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ensayos se han realizado usando bacterias en estado planctónico (54, 69, 75-77). 

Más aún, no se han reportado estudios donde se demuestre la actividad anti-

biofilm de quimiocinas o péptidos derivados, por lo que CDAP-4 innovadoramente 

es un buen candidato para ser utilizado como péptido anti-biopelículas. 

En este trabajo se propone que el péptido CDAP-4, actúa inhibiendo la adhesión 

de P. aeruginosa en las primeras etapas de la formación del biofilm al modificar la 

motilidad bacteriana, aunque el mecanismo por el cual lo hace se desconoce. 

Asimismo altera la integridad de la membrana en las bacterias que forman el 

biofilm. Una posible respuesta a todos los fenómenos observados sería que 

CDAP-4 como otros péptidos antimicrobianos podría entrar a la célula bacteriana 

afectando la expresión de genes o proteínas relacionadas con la motilidad, 

síntesis de pared entre otros.  

El resumen de todos los efectos observados se presentan en la Fig. 22. 
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Figura 22. Resumen de los efectos de CDAP-4 en la formación de biofilms de Pseudomonas aeruginosa.  A) El péptido CDAP-4 (en rosa), 

actúa inhibiendo la adhesión de P. aeruginosa en las primeras etapas de la formación del biofilm al modificar la motilidad bacteriana (twitching y 

swarming), aunque el mecanismo por el cual lo hace se desconoce. B) CDAP-4 altera la integridad de la membrana en las bacterias que forman 

el biofilm. 
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Figura. 23 Modelo propuesto del efecto de CDAP-4 en la formación de biofilms de P. aeruginosa 
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CONCLUSIONES 

 

1. El péptido CDAP-4 inhibe la formación de biofilms en superficies inertes  

a concentraciones mayores a 27 M, siendo la cepa de P. aeruginosa 

PAO1 más susceptible que las de fenotipo mucoide. 

2. CDAP-4 afecta las motilidades “swarming” y “twitching” de P. 

aeruginosa, las cuales son importantes en las etapas iniciales de la 

generación de biofilms. 

3. CDAP-4 daña a las bacterias en la superficie del biofilm por formación 

de “blebs” y poros. 

4. Cuando CDAP-4 se prueba a la CMI desde el inicio de la formación del 

biofilm, previene la adhesión de bacterias al vidrio. Además, cambia la 

morfología bacteriana, observándose células más redondas y de menor 

tamaño. 

5. CDAP-4 disminuye las UFC recuperadas después de co-cultivar biofilms 

con células THP-1. 

6. CDAP-4 aumenta la capacidad bactericida de células THP-1 contra 

células planctónicas de PAO1. 

 

El péptido CDAP-4, afecta el establecimiento de biofilms de P. aeruginosa 

por medio de mecanismos relacionados con la motilidad y aumentando su 

eliminación por células THP-1. Por lo tanto, el uso de CDAP-4 como potencial anti-

biopelículas, hará más susceptibles a estas comunidades bacterianas, causantes 

de enfermedades infecciosas crónicas.  
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Procedimiento para la preparación del estándar de McFarland No. 

0.5 

El estándar de McFarland se prepara al agregar cloruro de bario a una solución de 

ácido sulfúrico para obtener un precipitado de sulfato de bario. La turbidez del 

estándar es comparado con una suspensión bacteriana que representa una 

cantidad determinada de bacterias. El estándar 0.5 equivale a 1 x 108 UFC/ml. 

Reactivos  

1. Ácido sulfúrico 1% 

2. Cloruro de Bario anhidro 1.175% 

Procedimiento 

1. Agregue aproximadamente 85 ml de la solución de H2SO4 1% a un matraz 

volumétrico de 100 ml. 

2. Tome 0.5 ml de la solución de Cloruro de Bario 1.175 y agregue por goteo a 

la solución de ácido sulfúrico, con constante agitación. 

3. Complete el volumen a 100 ml con H2SO4 1% 

4. Mezcle por agitación por 5 minutos más hasta que la solución sea 

homogénea. 

5. Compruebe que la absorbancia a 620 nm de la suspensión resultante sea 

de 0.08 a 0.1. 

6. Si la absorbancia es aceptable, reparta la solución resultante en tubos de 

volumen semejante a los que usara en su experimento o prueba. 

7. Guarde los tubos muy bien sellados y proteja de la luz. 

  



 

 83 

APÉNDICES 

 

APÉNDICE 1 

 

 

 

Arreglo de la placa para ensayo de MIC y Biofilm 

 

 

 

  

Control de Contaminación 

Control Negativo 

109.4 µM CDAP-4 

  54.7 µM CDAP-4 

    6.8 µM CDAP-4 

     3.4 µM CDAP-4 

  27.3 µM CDAP-4 

  13.7 µM CDAP-4 
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APENDICE 2 

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO 

Medios de Cultivo 

Medio Luria-Bertani (LB)                              Caldo Soya Tripticaseína (TSB) 

                          

 

 

 

                

              Medio M9 (“swarming”) 

 

 

 

PBS 5X (“swarming”) 

 

 

Reactivos importantes 

CDAP-4 Pept 4 GenScript Pureza 99.1%, lote: P1893121. Peso Molecular: 

2339.77 

Medio RPMI 1640 Gibco 

Suero Fetal Bovino By Productos, Catalogo: 90020 

  

Reactivo Cantidad 

Triptona (BD 
Bacto) 

10 g 

Extracto de 
levadura (BD 

Bacto) 

5 g 

NaCl (J.T. Baker) 10 g 

Agua Mili Q 1000ml 

Agar ( BD Difco, 
sólo para placas) 

15g 

Reactivo Cantidad 

Medio TSB 
(Bioxon) 

30 g 

Agua Mili Q 1000ml 

Reactivo Concentración 

Agar (BD Difco) 0.5 % 

PBS 5X 50ml 

MgSO4 (J.T Baker) 1 mM 

CaCl2 1M (J. T 

Baker) 
0.1 mM 

Casaminoácidos(BD 
Difco) 

5 % 

 Agua Mili Q cbp 250ml 

cbp Cuanto baste 
para 

Reactivo Cantidad 

Na2HPO4 (J. T 
Baker) 

25.6 g 

KH2PO4 (J. T 
Baker) 

6g 

NaCl (J. T. Baker) 1g 
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APÉNDICE 3 

EQUIPOS 

Incubadora Shaker 

New Brunswick Scientific 

Edison NJ USA 

G24 Enviromental Incubator Shaker 

 

Espectrofotómetro 

Ultrospec II 

LKB Biochrom 

 

Lector de placas 

Thermo Scientific 

Multiskan GO 

Espectrofotómetro 1510        

 

Incubadora 

Boekel Scientific 

Modelo 13 3000 

 

Minicentrífuga 

Hettich 

Mikro 120                        
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