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Resumen

Los microorganismos multirresistentes (MMR) son un problema de salud puablica por lo
complicado que es tratar la infecciones que causan, como las topicas. Ante esto se ha
planteado usar péptidos antimicrobianos, AMP, para inhibir el crecimiento de MMR ya que
son més eficientes que los antibioticos convencionales. En nuestro laboratorio se
desarrollaron los AMP: Pin2[G], derivado de la pandinina; FA1, quimera de vejovina y
hadrurina; y la HBD3M, variaciéon recombinante de la B-defensina humana 3. Se ha
caracterizado su estabilidad y efecto antibacteriano contra las cepas: S. aureus ATCC21293
(SAA) y P. aeruginosa ATCC17853. (PAA). Paralelo a esto se cuenta con los MMR: S.
aureus UDP13 (SAU) y P. aeruginosa UDP3 (PAU) aislados de un paciente con Ulcera de
pie diabético. En este trabajo se analizé el efecto del tratamiento de infecciones tdpicas con
AMP en conejos. Se establecieron modelos in vivo e in vitro para determinar su efecto
antimicrobiano, capacidad irritante, cicatrizante y distribucion en células bacterianas. Los
resultados méas favorables provinieron de Pin2[G], capaz de inhibir el crecimiento de las
cepas probadas in vitro, y de: SAU y PAU in vivo. Mientras que FA1 y HBD3M, este Gltimo
a concentraciones muy elevadas, solo actuaron in vitro contra PAU y PAA. Pin2[G] y FA1
carecen de efectos irritantes y posiblemente el primero promueva la cicatrizacion. Los tres
péptidos se adhieren principalmente a la membrana bacteriana, pero FA1 y HBD3M se
adentran al citosol, lo que refiere a mecanismos de accidn caracteristicos de cada uno. Con
esto, se puede hablar de la viabilidad del tratamiento de infecciones topicas con Pin2[G] y

posiblemente FAL si se estudian y desarrollan metodologias que mejoren su actividad.



1. Introduccion
1.1 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) son polipéptidos generalmente
catidnicos, anfipaticos, constituidos por ~ 50 aminoacidos, entre los que puede haber de 2 a
9 residuos de lisina y que poseén un extremo de carga positiva. Dada su participacion en la
respuesta inmune innata de insectos, anfibios, plantas y células de mamiferos se les conoce
como "Péptidos de defensa del huésped”. Su alta conservacion evolutiva entre estos
organismos puede deberse a: su efecto antimicrobiano directo ante patdgenos, su
participacion en el reclutamiento de células inmunitarias 0 en la expresion génica y
produccion de citocinas en organismo mas complejos, asi como en su capacidad de
neutralizar componentes de la endotoxina bacteriana (Corzo et al., 2001; Brown et al., 2006;
Marr er al., 2006; Seo et al., 2012). Los AMP se han encontrado en las capas externas de
diferentes 6rganos de plantas y en el epitelio de vertebrados e invertebrados, ya que su
produccion se debe a que células epiteliales y sanguineas, como eosinofilos, neutréfilos y
plaquetas, participan en un sistema de defensa quimica que busca proteger a un organismo
de patdgenos (Schroder et al., 2006; Phoenix et al., 2013). Su espectro de accion incluye
bacterias Gram- positivas y Gram-negativas, hongos, parasitos y virus. Se ha probado que en
algunos casos son més eficaces que los mismos antibidticos convencionales contra
infecciones por microorganismos comunes 0 microorganismos multi-resistente a farmacos
(MMR) (Brogden et al. 2005; Marr et al. 2006; Bahar et al., 2013).

Por su estructura tridimensional se puede clasificar a los AMP en cuatro familias; a-hélices,
lamina-B, estructura off y estructura no af, esta Ultima también Ilamada de espiral o
desordenada estas estructuras se ejemplifican en la Imagen 1 (Fjell, et al., 2012; Wang et al.,
2015). Cada familia cuenta con caracteristicas fisicoquimicas que influyen en su actividad
antimicrobiana tales como: carga positiva neta, momento hidrofébico, los angulos de los
residuos cargados, entre otros. De manera general, se acepta que el principal mecanismo de
accion de estos peptidos recae en la formacion de poros en la membrana celular; lo que trae

consigo un incremento en la permeabilidad celular. Aunque también es sabido que algunos



AMP atraviesan la membrana para interactuar con algun blanco intracelular aniénico, como
proteinas, DNA o RNA (Kim et al., 2005; Brown et al., 2006).

Imagen 1. Diversidad estructural de los AMP. De forma natural y sintética se encuentran
variedades de antimicrobianos queincluyen las estructuras clasicas de a-hélice, ldmina-p y espiral, asi
como combinaciones de estas (estructuras aff). Imagen modificada de Fjell, 2012.

Se han propuesto tres modelos para explicar el efecto de los AMP sobre la membrana celular:
el barril, la carpeta y el poro toroidal (Imagen 2). Estos inician cuando hay una baja
concentracion de péptido con respecto a la membrana estando los primero orientados
horizontalmente a esta, reacomodandose de manera vertical conforme su proporcion
aumenta. Este primer paso se lleva a cabo por las propiedades electrostaticas de los péptidos,
que, siendo cationicos, son atraidos por los lipidos aniénicos membranales. El segundo paso
se lleva a cabo por su hidrofobicidad, que les permite internalizarse en la membrana. Después
de esto, y si se lleva a cabo el modelo de barril, se forma un ramillete con un lumen central,
creando asi una estructura similar a un barril, el cual se forma generalmente en péptidos
helicoidales como la alameticina (Yang et al., 2001). En el modelo de carpeta, los péptidos
se acumulan horizontales a la bicapa, nuevamente la atraccién se da por interacciones
electrostaticas, hasta cubrir la superficie celular y alcanzar una concentracion critica que
permite la formacion de micelas que desintegran la membrana celular y permiten el acceso a
blancos intracelulares (Oren et al., 1999). Finalmente, en el modelo toroidal, los péptidos se

alinean perpendicularmente con las cabezas de los fosfolipidos hasta causar dobleces en la
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membrana que terminan disrumpiéndola y permitiendo el acceso de agua al espacio
intracelular (Matsuzaki et al., 1996).

A pesar de toda la informacion disponible sobre los AMP’s, todavia no se ha comprendido
completamente como logran distinguir entre microorganismos invasores y células propias
del huésped. Para empezar, se debe de tener en cuenta la arquitectura y potencial energético
que tienen las membranas celulares, que suelen estar compuestas por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y esfingomielina (todos, compuestos sin carga neta). Es la abundancia
de esteroles en las membranas eucariotas lo que les diferencia de las procariotas, que son
ricas en fosfolipidos hidroxilados como: fosfatidilserina, cardiolipina, fosfoglicerol, etc. Esto
le otorga carga negativa a su membrana celular Es la abundancia de esteroles en las
membranas eucariotas lo que les diferencia de las procariotas, que son ricas en fosfolipidos
hidroxilados como: fosfatidilserina, cardiolipina, fosfoglicerol, etc. Las diferentes
proporciones y variaciones de estos compuestos en la membrana citoplasmaética o en la
externa les hace susceptibles al efecto de ciertos AMP’s. Se ha comprobado que la
distribucion de lipidos y proteinas puede verse afectada por la intrusion de AMP’s en la
bicapa, causando un dafio irreversible a células procariotas (Tytler et al. 1995; Lasch et al.,
1998). Otro factor que podria estar implicado en la selectividad de los antimicrobianos esta
la existencia de ligandos membranales, fosfolipidos que promuevan la insercion de AMP’s,
y el potencial transmembrana. Otra teoria que ha cobrado fuerza es que los péptidos no suelen
presentar una estructura definida, o al menos no una generada por sus uniones
intramoleculares, hasta que entran en contacto con una membrana procariota y recuperan o
adquieren su forma activa, o que pueden incluso formar oligdmeros y asi autoensamblarse
(Oren et al., 1999; Unger et al., 2001; Yeaman et al., 2003). De igual forma, para hacer un
uso adecuado de los AMP, se deben de contar con mas estudios de farmacodinamia,
farmacocinética, asi como resolver los problemas de estabilidad y de degradaciéon de
proteasas, asi como establecer una correcta dosificacion para establecer un tratamiento (Marr,
et al., 2006).
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Imagen 2. Mecanismos de accidn de los AMP. Se muestra la variedad de efectos que pueden tener
los antimicrobianos sobre el organismo que esté atacando: A) Barril; B) Carpeta; C) Poro toroidal;
D) Inhibicion de vias metabdlicas. Estos mecanismos de accién varian segln el tipo de AMP y de
microorganismo.

Por otro lado, las bacterias han desarrollado mecanismos de defensa constitutivos: que
generan mutaciones que favorecen su supervivencia; o inducidos: que solo se presentan al
estar en contacto del AMP. Estos incluyen, mecanismos de remodelacién de membrana
bacteriana, formacion de biopelicula, degradacion o vacuolizacion de los péptidos e inclusive
la alteracién de la respuesta inmune del hospedero para disminuir la secrecion de péptidos
antimicrobianos (Sperandio et al., 2008; Nuri et al., 2015). Algunas bacterias modifican la
composicion de sus acidos grasos y por ende la densidad de la membrana celular dependiendo
del antimicrobiano con el que se le trate, ya sea volviéndola mas fluida o0 mas rigida (Jones
et al., 2008; Shireen et al., 2013). Otro mecanismo de defensa es la D-alanilacion de los
acidos lipoteicoicos en bacterias Gram-positivas (Mcbride et al., 2011) y la modificacion del
lipopolisacarido, principalmente mediante la acilacién, defosforilacion, hidroxilacion vy
adicion de glicinas, fosfoetanolamina o aminoazucares al lipido A del Lipopolisacarido
(LPS) (Nuri et al., 2015).

1.2. Infecciones topicas

En mamiferos, la piel cumple con diversas funciones: mantiene la homeostasis del individuo
con el medio externo previniendo la pérdida de tonicidad e hidratantes; actia como barrera
de defensa contra dafio macanico, térmico y fisico del individuo; le protege del dafio que

puede causar la exposicion a los rayos ultravioleta; sirve como drgano sensorial; regula la
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temperatura corporal y se encarga de la sintesis de moléculas de defensa y nutrientes como
la vitamina D3 (Paul et al., 2015). La piel se compone de tres capas: epidermis, que es la
principal proteccion al medio externo; la dermis, compuesta de tejido conjuntivo que le
brinda tonicidad y tension y la hipodermis, compuesta principalmente de tejido adiposo,
ademas se encarga de resistir impactos y servir como delimitante entre el medio interno y
externo del cuerpo, tanto la dermis como la hipodermis son las regiones inervadas y
vascularizadas de la piel, mientras que la epidermis se compone principalmente de
queratinocitos en diferentes estados de diferenciacion (Paul et al., 2015). Aunado a esto
existen multiples células inmunitarias participes de la respuesta innata de la piel, tales como
células de Langerhans, macrofagos y células cebadas. Algunas capas, como el estrato corneo,
presentan las caracteristicas ideales para que la microbiota de la piel pueda reproducirse, pero
a su vez la baja temperatura de esta, su pH &cido y la presencia de los péptidos
antimicrobianos tipo catelicidinas y B-defensinas evitan que la poblacion bacteriana aumente
al grado de generar dafio al hospedero (Schrdder et al., 2005; Ryu et al., 2014). Sin embargo,
alteraciones en las defensas del huésped, colonizacion por organismos virulentos y hasta el
contexto social del hospedero favorecen el desarrollo de infecciones microbianas que se
clasifican segun el mecanismo de patogenicidad o por su localizacion anatémica. El principal
agente etioldgico de las infecciones tdpicas es Staphylococcus aureus particularmente cepas
resistentes a meticilina (Lozano et al., 2011). Para el tratamiento de estas infecciones es
importante el desarrollo de agentes que se puedan aplicar directamente en la piel, ya que
ejercen menor toxicidad y efectos adversos que los farmacos sistémicos (Fletcher et al.,
2006). La infeccion puede ser superficial o profunda, con agentes etioldgicos particulares de
cada caso; las infecciones agudas superficiales adquiridas en la comunidad, y que no han sido
tratadas, suelen ser monobacterianas y principalmente causadas por Staphylococcus aureus
y Streptococcus spp. Por otro lado, las infecciones profundas suelen ser polimicrobianas e
incluyen, a cocos Gram- positivos (S. aureus resistente a meticilina, Enterococcus spp,
Streptococcus spp.), Y a bacilos Gram- negativos (Klebsiella spp., Pseudomona aeruginosa,

Acinetobacter baumannii) entre otros (Lipsky et al., 2004; Espinosa et al., 2012).

La poblacidn susceptible a este tipo de infecciones incluye a personas con diabetes mellitus

que sufren de problemas del pie. De hecho, se calcula que al menos un cuarto de la poblacion



con diabetes esta propenso a sufrir de rozaduras o Ulceras en la planta del pie. Esto puede
involucrar una infeccion que, en caso de agravarse, puede concluir en la amputacion del
miembro. Se estima que el 5% de los pacientes con diabetes tienen historial de ulceras, y de
estos el 85% corre el riesgo de perder la extremidad, ya sea parcial o totalmente (Espinosa et
al., 2012). El papel de la diabetes en el desarrollo de pie diabético es la generacion de
neuropatias que afectan a la motricidad del individuo provocando asi dafios mecéanicos en la
planta del pie que agrietan la piel, de igual forma, favorece el desarrollo de enfermedades
macrovasculares que son especialmente comunes y de una rapida diseminacion en los
miembros inferiores, la combinacion del dafio mecanico y la afectacidn vascular facilita la
formacion de ulceras propensas a ser colonizadas por diferentes microorganismos. Sumado
a esto se debe de tener en cuenta la disminucion en la respuesta inmune que genera la diabetes
y que afecta principalmente a las actividades basicas leucocitarias (adherencia, migracion,
quimiotaxis y actividad bactericida) (Wu et al., 2007; Espinosa et al., 2012; Mendes et al.,
2012).

1.2.1 Infecciones tdpicas por Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa

S. aureus es un coco Gram- positivo que habita como organismo comensal en piel, garganta
o0 nariz del humano, pero que, bajo ciertas circunstancias, es capaz de ocasionar desde leves
infecciones en la piel hasta abscesos, endocarditis y sepsis, principalmente en pacientes
nosocomiales. Ya que cuenta con diversas proteinas y polimeros asociados a membrana
(polisacéarido capsular, proteina A, peptidoglicano y acidos teicdicos), asi como con enzimas
extracelulares (coagulasa, catalasa, hialuronidasa, penicilinasa, etc.) y toxinas (toxina
exfoliativa, hemolisina, leucocidina, etc.) que le facilitan colonizar y provocar dafio en la
dermis (Gordon et al., 2008). Durante la colonizacién de la piel S. aureus usa diferentes
mecanismos de patogenicidad para evadir la defensa celular y humoral del hospedero y asi
poder colonizarla (Ryu et al., 2014). Las cepas de S. aureus resistentes a meticilina suelen
ser la principal causa de infecciones topicas en pacientes nosocomiales que presentan heridas
agudas o crénicas (Pastar et al., 2013).
Pseudomona aeruginosa es un bacilo Gram- negativo que generalmente habita en el suelo y
superficies acuosas. Es un organismo oportunista que ha desarrollado resistencia a una amplia
gama de antibidticos (Gellatly et al., 2012). Al igual que S. aureus, P. aeruginosa es un
6



agente etiologico importante en las infecciones de heridas cutaneas, principalmente en
pacientes inmunocomprometidos, ya que cuenta con los factores de virulencia y los
mecanismos de censado poblacional necesarios para colonizar al hospedero (Pastar et al.,
2013). El desarrollo de resistencia a antibioticos dificulta el tratamiento de heridas infectadas,
ya que tardan mas tiempo en sanar y pueden traer consecuencias graves para el individuo
(Pastar et al., 2013). Los pacientes con pie diabético son especialmente propensos a sufrir de
infecciones polimicrobianas en las que se forma una biopelicula en la que diversas bacterias,
entre ellas P. aeruginosa y S. aureus, coexisten en un ambiente que les proporciona
nutrientes, resistencia a la respuesta inmune y al tratamiento con antibioticos (Davis et al.,
2008). Estas infecciones son de gran importancia pues de complicarse pueden llevar a una
hospitalizacién o a la amputacion de la extremidad (Dowd et al., 2008).

1.3 Estudio con modelos animales

El uso de modelos animales en infecciones microbianas permite entender la relacion parasito-
hospedero, brindando un panorama de los mecanismos de virulencia empleados por el
microorganismo, ademas de que permite probar diversas terapias antibidticas que
eventualmente pueden ser extrapoladas a humanos (Dai et al., 2011; Malachowa et al., 2013).
Debe de considerarse cdmo el modelo difiere fisiol6gicamente del humano, asi como otros
procesos moleculares involucrados y las discrepancias en la inmunidad innata y adaptativa
de ambos. (Mestas et al., 2004; Avci et al., 2013; Malachowa et al., 2013). En el caso de los
péptidos antimicrobianos el estudio de modelos in vivo se ha vuelto necesario dadas las
diferencias que existen entre las caracteristicas de este y el modelo in vitro, por ejemplo, se
ha comprobado que las concentraciones de sal en la piel pueden afectar el funcionamiento de
las B-defensinas, cosa que no ocurre en un caldo de cultivo que cuenta con los ingredientes
necesarios para que cualquier molécula antimicrobiana actie de manera éptima (Braff et al.,
2005; Brown et al., 2006). De igual forma, se ha propuesto que en ciertos casos la funcion
del péptido se ve reforzada por su capacidad de desencadenar un efecto inmunomodulatorio,
asi lo demostro Bowdish et al. en el 2005 tras sintetizar una catelicidina LL-37 carente de
actividad antimicrobiana in vitro, pero efectiva en un modelo animal de infeccién por S.
aureus y Salmonella spp. Supuestamente gracias al reclutamiento de agentes inmunitarios.
Cabe mencionar que en modelos animales se pueden observar caracteristicas como
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favorecimiento de la cicatrizacion o angiogenesis, que el estudio in vitro sencillamente no
permite reproducir (Brown et al., 2006).

Se han hecho mdltiples estudios para estandarizar modelos de infeccion por S. aureus, P.
aeruginosa y E. coli en heridas de piel, de raton, rata, conejo y cerdo (Hamblin et al., 2002;
Fries et al., 2005; Kilpadi et al., 2007). Este tipo de estudios permiten entender lo que sucede
durante heridas causadas por patologias o inclusive las provocadas durante un proceso
quirdrgico que requirié de una remocién importante de piel o de un proceso tardado de
cicatrizacion. Pese a que la cantidad de bacterias inoculadas en este tipo de modelos suele ser
muy elevado, a comparacion de lo que en la naturaleza ocurriria, y de que generalmente no
se produce dafio en tejido muscular, los resultados de estos experimentos suelen ser
reproducibles y con resultados comparables a lo que pasaria en una infeccion real (Dai et al.,
2011).

1.4 Visualizacién de péptidos

El entendimiento del mecanismo de accion de los AMP es la base del desarrollo de nuevos
agentes antibacterianos, de igual forma, permite descubrir nuevos blancos farmacoldgicos y
hasta disefiar moléculas que mimeticen el efecto de estos (Mufioz, et al., 2012). Dicho
entendimiento se obtiene mediante técnicas microbioldgicas (French, 2006), por el analisis
de sus propiedades fisicoquimicas mediante métodos computacionales (Leountiadou et al.,
2006) o por su visualizacion directa, que permite observar en tiempo real la interaccion del
antimicrobiano con complejos multicelulares, bacterias unitarias o incluso componentes
extracelulares o intracelulares (Jefferson, et al., 2005; Choi, et al., 2016; Fantner, et al.,
2010). Para estos estudios se suele emplear microscopia electrénica de transmision,
microscopia de fluorescencia y microscopia de fuerza atomica, entre otros (Choi et al., 2016).
Recientemente se ha explotado el uso de la microscopia confocal para visualizar la
interaccion de AMP’s, marcados o sintetizados con alguna molécula fluorescente, con el
organismo de interés (Mufioz et al., 2010). Dichos fluoréforos deben de ser elegidos
considerando las caracteristicas fisicoquimicas del péptido, por lo que la conjugacion no debe
de alterar su carga neta o su hidrofobicidad. Moléculas como BODIPY (4,4-difluoro-4-
borata-3a-azonia-4aaza-s-indaceno) han demostrado ser Utiles en estudios de microscopia
confocal, dadas sus caracteristicas estructurales: un espaciador alcalil Cs que se mantiene
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entre el fluoréforo y la molécula, su nulo efecto sobre las propiedades fisicoquimicas del
péptido, y su resistencia a cambios de pH y polaridad (Bergstrom et al., 2001; Benincasa et
al., 2009). Diversos estudios han hecho uso de este fluor6foro para analizar la interaccion
entre diversas cepas bacterianas con AMP o antibidticos convencionales, tanto con bacterias
en cultivo como en biopelicula, demostrando asi la eficacia de este método (Jerfferson et al.,
2005; Benincasa et al., 2009).

Una ventaja de la fluorescencia es la extrema sensibilidad de esta técnica, ya que la baja
concentracion de moléculas requeridas para generar imagenes y su velocidad de excitacion

facilitan la obtencion de informacion puntual y dinamica (Bocchinfuso et al., 2011).



2. Antecedentes
2.1. Desarrollo de péptidos antimicrobianos en el laboratorio
2.1.1 Pin2[G]

En el 2001 Corzo et al. aislaron un peptido a-helicoidal de 24 aminoacidos perteneciente al
grupo de los péptidos helicoidales cortos tipo magainina proveniente del veneno del alacran
africano Pandinus imperator al que denominaron Pin2, que demostro tener efecto bactericida
ante bacterias Gram- negativos y Gram- positivos y un potente efecto hemolitico. Mediante
analisis de calorimetria diferencial se observo que Pin2 penetra verticalmente la bicapa
lipidica hasta llegar a la membrana celular, en la que el N-terminal forma oligdbmeros que
generan poros de diferentes tamafios (Corzo et al., 2001).

Se ha analizado su efecto antimicrobiano en su forma enantiomérica D- en medio liquido,
obteniendo una concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de 12.5 uM para E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213 y P. aeruginosa ATCC 27853. Mientras que en un medio
solido la concentracion inhibitoria es de 6.2, 6.2 y 12.5 uM, respectivamente (Carmona et
al., 2013).

Otra de las modificaciones hechas a Pin2 es la sustitucion del residuo de prolina 14, que
forma un pliegue en la a-hélice, por una glicina (Rodriguez et al., 2014). Dicho pliegue es
comun entre los AMP y esté relacionado a la alta eficacia microbicida pero también a su alto
potencial hemolitico. Este nuevo péptido se denominé Pin2[G], el cual incrementa su
actividad antimicrobiana en medios semi-sélidos como el agar (MIC: 12.5 uM ante E. coli
ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923). También resulta altamente hemolitico alcanzando
un 90 % de hemolisis a una concentracion de 25 uM (Rodriguez et al., 2014). Ya en el 2016,
Arenas et al. determiné que Pin2[G] es mas efectivo contra bacterias Gram- positivas como
Staphylococcus aureus ATCC 25923 que contra bacterias Gram-negativasomo Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella pneumoniae ST258
para las que la MIC fue >50 pg/mL.
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2.1.2 FA1 (AA29)

FAL es un péptido de 28 amino&cidos derivado de la hadrurina, aislada del alacran Hadrurus
gertschi, y la vejovina, del alacran Vaejovis mexicanus, en un protocolo en el que se
disefiaron nuevos péptidos de menor longitud e indice de hemdlisis a partir de estos, pero con
una actividad antimicrobiana similar, ademas de que se le insertd una secuencia de
aminoéacidos basicos (KLKR). Durante la sintesis se tom6 en cuenta la conservacion del N-
terminal, la carga, angulo polar y su hidrofobicidad. Durante los ensayos antimicrobianos y
hemoliticos se observd que poseé un efecto microbicida més potente y es menos hemolitico
que la hadrurina y la vejovina (Sanchez et al., 2013). FA1 también fue analizado por Arenas
et al. (2016) quién determino las MIC para Escherichia coli ATCC 25922 (6.25 pg/mL),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (25 pg/mL), Staphylococcus aureus ATCC 25923 'y
Klebsiella pneumoniae (>50 pg/mL en ambos casos).

En cuanto a la estabilidad de los péptidos, Pin2[G] no sufre dafio estructural al diluirlo en
plasma sanguineo o sobrenadante de S. aureus y P. aeruginosa, pero FAL solo se mantiene
estable en sobrenadante de S. aureus. Sin embargo, ambos son sensibles a enzimas
endoproteoliticas (tripsina, elastasa, quimiotripsina y pepsina). Lo que sugiere un obstaculo

para su administracion terapéutica (Arenas et al., 2016).
2.1.3 Human B-defensin 3-M (HBD3-M)

Las defensinas son péptidos cationicos que contienen seis motivos conservados ricos en
cisteina que forman puentes disulfuro caracteristicos de cada variante (alfa-, beta- y theta-
defensinas). Cuentan con actividad antimicrobiana contra bacterias Gram- negativas y Gram-
positivas, parasitos y virus y también funcionan como activadores de la respuesta inmune.
Las a-defensinas son sintetizadas por neutréfilos (HNP, -1 a -4) y células de Paneth (HNP-5
y -6) de intestino corto y en el uroepitelio femenino. Mientras que las 6-defensinas son
péptidos ciclicos aislados por primera vez de leucocitos de mono Rhesius. En humanos la
secuencia que codifica para esta defensina existe solo como pseudogen (Braff et al., 2005;
Hata et al. 2009; Conibear et al., 2014).

Existen cuatro tipos de B-defensinas (HBD 1-4) que se han identificado en diversos tipos

celulares, como epitelio y monocitos de sangre periférica. Cada tipo de HBD cuenta con
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caracteristicas propias. Por un lado, la HBD1 se expresa constitutivamente en el epitelio y en
ductos sudoriparos, mientras que las HBD2 y 3 solo se expresan cuando existe una infeccion
bacteriana (Braff et al., 2005; Hata et al., 2009), mientras que la HBD4, que fue identificada
usando tecnicas de bioinformatica y andlisis de genomica funcional; se encuentra en
neutrofilos, epitelio tiroideo, pulman, Gtero y rifién, aunque en bajas concentraciones (Conejo
et al., 2001). La HBD3 se compone de una region N terminal no estructurada (Glyl-Lys8)
seguida por una corta region helicoidal que precede a tres laminas [ antiparalelas y continua
con una region C terminal rica en residuos con carga positiva (Sudheendra et al., 2015). Pese
a la presencia de puentes disulfuro se ha comprobado que el efecto antimicrobiano no se ve
afectado por la forma en que se apareén los residuos de cisteina (Wu et al., 2003; Sudheendra
et al., 2015). La HBD3-M fue desarrollada en un protocolo en el que se elaboraron diversas
variantes de la HBD3 con la caracteristica de tener una metionina al inicio de su secuencia,
ademas de la incorporacion de una region reconocida por la proteasa factor Xa, dos regiones
para corte por BamHI y una cola de histidina (Corrales et al., 2013). En ensayos para medir
su accion antimicrobiana se reportd una MIC de 5 uM para S. aureus ATCC 21293 y P.
aeruginosa ATCC 27853 en medio liquido (Corrales et al., 2013). Cabe mencionar que no

mostré sefiales de hemdlisis incluso a una concentracion de 50 uM.
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3. Justificacion

La aparicion de cepas bacterianas resistentes a antibidticos dificulta la terapia de diversas
infecciones, entre ellas las tdpicas. Los péptidos antimicrobianos se han propuesto como una
opcion de tratamiento dado su amplio espectro de actividad y eficacia. Pero para
considerarlos como un tratamiento viable deben de conocerse los efectos que tienen sobre el

microorganismo Yy el hospedero.
4. HipoOtesis

Los péptidos Pin2[G], FAL1 y HBD3M tendran tendran un efecto antibacteriano y una

farmacodinamia efectiva en el tratamiento de una infeccion topica en un modelo animal.
5. Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana de los péptidos Pin2[G], FA1y HBD3M en un modelo

de infeccidn topica en conejos.
6. Objetivos particulares

e Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de los péptidos.

e Determinar la existencia de posibles efectos citotdxicos.

e Determinar la existencia de un posible efecto irritante o inflamatorio.
e Analizar su accion antimicrobiana en un modelo in vivo.

e Analizar la interaccion entre el péptido y el microorganismo.
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7. Material & Métodos
7.1 Animales

Para los estudios de irritacion y toxicidad aguda en piel, irritacion subdérmica y modelo de
infeccion in vivo se usaron conejos albinos nueva Zelanda mayores de 12 semanas de edad
con un peso 3-4 kg con disponibilidad completa de alimento y comida en un cuarto a 18°C y
ciclos de luz oscuridad de 12:12 h. Para estos procedimientos se revisaron la Health Effects
Test Guidelines OPPTS 870.2500 Acute Dermal Irritation, Health Effects Test Guidelines
OPPTS 870.1200 Acute Dermal Toxicity, la Guide for the care and use of laboratory animals
para asegurar el correcto uso de los animales, asi como los requerimientos establecidos en el
bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM con base en la NOM-062-Z00-1999.

7.2 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se usaron las cepas de Staphylococcus aureus UDP13 y Pseudomonas aeruginosa UDP3,
ambas resistentes a antibidticos, y aisladas de pacientes con Ulcera de pie diabético de la
clinica Hiperbarica en Cuernavaca, Morelos, asi como las cepas de referencia S. aureus
ATCC 21293y P. aeruginosa ATCC 27853. Todas se mantienen en viales con glicerol al 30
% a -20 °C. Antes de su uso son sembradas por estria en Agar Mueller-Hinton (MH) a 32 °C

durante toda la noche o inoculadas en caldo MH, de igual forma durante toda la noche.
7.2.1 Staphylococcus aureus UDP13.

Es una cepa aislada de un paciente con pie diabético de la clinica Hiperbarica del IMSS en
Cuernavaca, Morelos. Es resistente a mas de 50 pug/mL de ceftriaxona, sulfametoxazol,
levofloxacina y azitromicina y sensible a gentamicina, vancomicina y trimetoprim (MIC=1.5
pg/mL) (Jiménez, 2015). Es un microorganismo perteneciente al grupo de riesgo 2 (Human
Pathogens and Toxins Act) y facilidades de contencidn nivel 2, que incluye uso de bata,
guantes y proteccion ocular. Sumanejo se hizo conforme a lo estipulado por la Public Health

Agency of Canada.
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7.2.2 Pseudomonas aeruginosa UDP3.

Es una cepa aislada de un paciente con pie diabético de la clinica Hiperbérica del IMSS en
Cuernavaca, Morelos. Es un microorganismo perteneciente al grupo de riesgo 2 (Human
Pathogens and Toxins Act) y facilidades de contencién nivel 2, que incluye uso de bata,
guantes y proteccion ocular. Sumanejo se hizo conforme a lo estipulado por la Public Health
Agency of Canada. Esta es una cepa que se ha caracterizado como resistente hacia p-
lactamicos (ampicilina), cefalosporinas de 12 (cefalotina) y 3% (ceftriaxona, cefotaxima)
generacion, y hacia antibiéticos como nitrofurantoina, cloranfenicol y trimetoprim-
sulfametoxazol, mediante ensayos de difusion en disco. Por otro lado, presenta sensibilidad

a gentamicina y levofloxacino (Carmona et al., 2013; Jiménez, 2015).
7.3 Péptidos

Se usaran los péptidos sintéticos Pin2[G] y FAL, y la B-defensina recombinante: HBD3-M.

Las caracteristicas de los péptidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos, peso molecular y pl de los péptidos.

Peso
Péptido Origen Secuencia molecular pl Referencia
(Da)
. s Rodriguez
Pin2G Sintético FWGALAKGALKLIGSLFSSFSKKD 2,572.0 10.0
etal., 2014
L Sanchez et
FAl Sintético GILKTIKSIASKVANTVQKLKRKAKNAV 3,008.6 11.4 | 2013
al.,
] MRGSHHHHHHGSIEGRMGIINTLQKYYCRVRG Corrales et
HBD3-M | Recombinante 7,140.3 10.2
GRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK al., 2015

7.4 Purificacion de péptidos

Los péptidos sintéticos en estado crudo se disolvieron en 20% de acetonitrilo y se purificaron
en una columna semipreparativa C1g (10 x 250 mm, Vydac, EUA) de cromatografia de alta
presion en fase reversa con un gradiente lineal de acetonitrilo de 20-80 % en presencia de
0.1 % de TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) en 60 min en un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) Agilent 1100 (Agilent, EUA), equipado con
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un detector de UV a 230 nm. La primera purificacion elimina contaminantes de bajo peso
molecular, reactivos y sub-productos de la sintesis quimica.

Para la purificacion de HBD3-M se pesd 5 gramos de biomasa de E. coli M15[(pREP4))
(NalS, StrS, RifS, Thi—, Lac—, Ara+, Gal+, Mtl—, F—, RecA+, Uvr+, Lon+), estos se diluyeron
en 10 mL de Bug Buster + 3 uL de benzonasa + 100 pL de lisozima (25 mg/mL) y se agitaron
durante 30-40 min. Después se centrifugaron por 20 min a 15,000 rpm y se colectd el
sobrenadante, el paquete celular se resuspendio en Tris-HCI 50 mM pH 8 + Cloruro de
guanidino (GnCl) 6M y se incub6 toda la noche en agitacion a 4°C. Después se centrifugo
por 25 min a 15,000 rpm y se colect6 el sobrenadante. Este se pasd por columna de niquel
(Tris-HCI 50 mM pH 8 + GnCI 6M + 35 mM de Imidazol) se eluy6 con 300 mM de imidazol
y se recolecto en tubos de 1 mL. Se tomaron 100 pL de cada fraccion y se precipitaron con
metanol-cloroformo. La muestra se rehidratd con 20 pL de agua, se mezclo e hirvio con
buffer de carga durante 5 minutos para correrlas en PAGE-SDS al 17 %. Las fracciones en
las que se detectd la proteina se purificaron por cromatografia en fase reversa Cig y las
fracciones que contenian a HBD3M se purificaron por intercambio ionico (Buffer fosfato de
sodio 5 mM + acetonitrilo 30 % pH 6.5; Buffer fosfato de sodio 5 mM + acetonitrilo 30%

pH 6.5 + NaCl 1M.) las fracciones obtenidas se separan mediante un sistema SDS- PAGE.
7.4.1 Cuantificacion de proteina

El rendimiento de las purificaciones se obtuvo con base en su peso seco en mg, y en el caso
de Pin2[G] y HBD3-M también se midié su absorbancia a 280 nm considerando su

coeficiente de extincion. Y siguiendo la ley de Lambert-Beer:

A=¢dc
Donde:
A: es la absorbancia de cada péptido a 280 nm 0 258 nm
e: es el coeficiente de extincion molar del péptido (expresado como M cm™)
d: es la distancia que atraviesa el haz de luz (1.0 cm)
C: es a concentracion de la sustancia absorbente en el medio (expresado en molaridad, M o
mol/L).
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7.5 Ensayo de difusion en disco

Para este ensayo se sigue un metodo similar al de Kirby-Bauer, en el que la cepa problema
se inocula en caldo MH hasta alcanzar una turbidez de McFarland de 0.5. Con un hisopo
estéril se hace una siembra masiva del in6culo en agar MH, se deja secar y se colocan 5 pL
de cada peéptido a diferentes concentraciones diluidos en 50% de acetonitrilo y se espera a
que el medio absorba el péptido. Como control positivo se agrega 1 UL de ceftriaxona (100
pg/mL) y como control negativo 5 pL de acetonitrilo al 10%, que es el vehiculo en el que
estan disueltos los péptidos. Se incuba por 18 h a 37°C 4 y se realiza la lectura del halo de

inhibicidn seguln los criterios del Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI).
7.6 Determinacion de Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Se realizaron ensayos de microdilucion seriada de cada péptido segln los criterios del CLSI.
Para esto se incuban diferentes concentraciones de péptido diluidas en 50 puL de caldo MH
con 50 pL de = 1x108 bacterias/mL diluidas en el mismo caldo. Esta mezcla se incuba a 37°C
durante 18 h y se mide la densidad éptica a 595 nm para determinar crecimiento bacteriano,
la concentracién minima de péptido a la que este se inhibe es considerada la MIC. En este
ensayo se usan 100 pg/mL de ceftriaxona como control positivo y cultivo bacteriano sin
péptido como control negativo, también se incuba la Gltima dilucién de cada péptido sin

bacteria para confirmar su esterilidad.
7.7 Concentracion bactericida media

Con base en el resultado de la MIC, se realiza el ensayo de concentracion bactericida media
(MBC), el cual proporciona la concentracion a la cual se logra inhibir el crecimiento del
100% de las bacterias presentes en el medio. Ademas, permite identificar al péptido como
bactericida o bacteriostatico. Para determinar la MBC se parte de un ensayo normal de MIC,
tras las 18 horas de incubacidn se recolectan 50 uL de los pozos en los que se inhibi6 el
crecimiento bacteriano para inocularlos en una placa de agar MH e incubarlos a 37°C por
18 h. La concentracion minima de péeptido que evita el crecimiento bacteriano representa la
MBC y si la MBC es menor a cuatro veces la MIC entonces se considera que el péptido es

bactericida, de lo contrario se clasifica como bacteriostatico (French et al., 2006).
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7.8 Actividad hemolitica

Antes de aplicar los péptidos en un modelo animal es necesario determinar la posible
toxicidad e irritacion que el compuesto puede generar. Para esto existen diversas técnicas in
vitro que permiten discriminar entre agentes corrosivos y aquellos que no lo son (Mehling et
al., 2007). El ensayo de hemdlisis es una prueba rutinaria que brinda informacién util sobre
el comportamiento de un compuesto al interaccionar con una membrana celular, esta prueba
es de gran importancia cuando se trata de compuestos cuyo mecanismo de accion es mediante
la lisis celular. Si bien no proporciona informacién exacta de lo que pasara en un modelo
animal si brinda informacion del comportamiento irritante de las moléculas (DB-ALM
Protocol n ° 37).

Para esta prueba se recolectan 4 mL de sangre en un tubo con &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y se realizaron lavados con 40 mL de PBS 1X, pH 7.4 hasta que el sobrenadante
quedo transparente. Se contaron los eritrocitos con una camara de NeuBauer y se ajustaron a
una concentracion de 1x10® células/mL. Se incubaron 5 pL del péptido con 195 uL de
eritrocitos a 37°C durante 1 h. Se us6 Triton X-100 al 10% como control positivo, y una
solucion de acetronitrilo al 10% como negativo. Posterior a la incubacion se midio la

liberacion de hemoglobina en el sobrenadante a 575 nm. El porcentaje de hemolisis se obtuvo

100 (Apéptido —ApBs)
(Atriton—ApPBs)

absorbancia del sobrenadante de la suspension eritrocitaria tratada con péptido, Tritén X-100

con la formula: %Hemolisis =

Donde Apeptido, Awiton Y Apes SON la

y PBS 1X respectivamente. La HCsp es la concentracion de péptido a la que ocurre el 50%

de hemdlisis. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
7.9 Indice de desnaturalizacion de hemoglobina

Como complemento al ensayo de hemolisis se analizd la capacidad de los péptidos para
desnaturalizar hemoglobina a una alta concentracion y al ser relacionado con la HCso se
puede conocer la capacidad irritante del compuesto, de hecho, se le considera una prueba
suplementaria del test de Draize. Este ensayo se hizo con base en lo establecido en el
Protocolo n ° 37 de la DB-ALM vy consiste en hacer una solucion 1:40 de péptido a 1g/L y
eritrocitos a una concentracion de 8x10° células/mL. Esta solucion se incuba durante 10 min
en agitacion a temperatura ambiente y se separa el sobrenadante por centrifugacion. Se mide
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la densidad optica del sobrenadante a 540 y 570 nm contra una solucién blanco (sobrenadante
con acetonitrilo al 10 %), como control positivo se usa Triton X-100 al 10 % y como control
negativo acetonitrilo al 10 % y se calcula el Indice porcentual de desnaturalizacion de

hemoglobina con la formula:

ID (%) = 100 (R1 — Ri) / (R1-R2)
Donde:
R1: La constante 1.05 + 0.001
Ri: La razén DOs4onm/DOs7onm del péptido
R2: La razon DOs4onm/DOs70nm del Triton X-100 al 10%
Con este valor se calcula la relacion Lisis/desnaturalizacion (L/D), siendo la lisis la HCsp.

El resultado se interpreta con los criterios de la Tabla 2:

Tabla 2. Relacién entre el radio L/D del modelo in vitro y la actividad irritante en el
modelo in vivo.

Irritacion in vivo Radio L/D in vitro
No irritante >100
Ligeramente irritante >10
Moderadamente irritante >1
Irritante >0.1
Muy irritante <0.1

7.10 Ensayo de irritacion dérmica aguda

El ensayo de irritacion se hizo acorde a la Health Effects Test Guidelines OPPTS 870.2500
Acute Dermal Irritation y permite conocer el efecto irritativo que un compuesto puede tener
sobre la piel a corto plazo, durante el mismo se mantiene una revision del individuo tratado
hasta por 14 dias, para descartar o confirmar la aparicién de edema y/o eritema. Para esto se
rasuro el dorso del conejo un dia antes de la aplicacion del peptido, la concentracion usada
se establecié con base en los resultados de inhibicion de crecimiento, 10 pg/mL para Pin2
[G], y 30 pug/mL para FAL. Para cada péptido se usé un conejo diferente. Los péptidos se
aplicaron como se muestra en la Imagen 1, se cubrieron con una gaza estéril y cinta adhesiva,

y se fueron retirando segun el tiempo que les correspondiera. Al retirar las gazas se registra
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el desarrollo de edema y/o eritema tomando en cuenta los criterios de la Tabla 2 obtenida de
la misma guia en la que se basé esta prueba y en la que cero se considera como no existente

y cuatro el méximo posible.

Imagen 3: Distribucion de los parches sobre el dorso del conejo para el estudio de irritacién aguda.
Parche 1: retirado a los 3 minutos, Parche 2: retirado después de una hora, Parche 3: retirado
después de 4 horas.

Tabla 3. Control de registro del efecto irritante de los péptidos

Compuesto

Eritema y formacion de escara

Sin eritema

Eritema apenas perceptible
Eritema bien definido
Eritema de moderado a severo

Eritema severo

ok W o= O

Maximo posible

Formacion de edema

Sin edema

Edema apenas perceptible
Edema perceptible

Edema moderado

Edema severo

B ok W = O

Maximo posible
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7.11 Ensayo de toxicidad dérmica

Para probar que se puede establecer un tratamiento que involucre una exposicion prolongada
de la piel, se hizo el ensayo de toxicidad dérmica, segun los requerimientos de la Health
Effects Test Guidelines OPPTS 870.1200 Acute Dermal Toxicity, en este ensayo se aplican
diferentes concentraciones de los péptidos sobre el dorso de un conejo albino nueva Zelanda
previamente rasurado Yy se registra la aparicion de dafio dermal después de 24 horas. Este tipo
de ensayo brinda informacion sobre la posibilidad de una aplicacion crénica de los
compuestos que se prueban, su capacidad de absorcion y otras caracteristicas fisiologicas del

animal, tales como pérdida de peso, comportamiento o algun efecto toxico no previsto.
7.12 Irritacion subepitelial

Como complemento a los estudios previos al modelo de infeccion se desarrollé el ensayo de
irritacion subepitelial para conocer el comportamiento del tratamiento cuando se aplican
unicamente los péptidos, y asi descartar que, en caso de presentarse, estos estén causando
dafio al animal. Para esto se rasuréd el dorso de un conejo albino Nueva Zelanda de 3.5 kg un
dia antes de iniciar el protocolo. Se anestesio con 50 mg/kg de ketamina y 4 mg/kg de xilacina
y se marcé un area rectangular de 1x1.5 cmen el dorso del conejo, se desinfect6 el contorno
de esta con iodopovidona (Fabroven®) y, con un bisturi, se hizo un corte circular de un area
menor de 1 cm?2. Con un hisopo estéril se raspd la herida, este hisopo se metié en un tubo de
ensaye con 3 mL de caldo LB para posteriormente hacer el recuento bacteriano de la herida
y determinar la existencia de bacterias propias del conejo. Las heridas se cubren con gaza
estéril, cinta y vendas para evitar que el conejo tuviera contacto con ellas. Veinticuatro horas
después nuevamente se recolecté muestra con hisopo estéril para hacer conteo bacteriano y
a partir de ese momento se asign6 un tratamiento a cada herida. En la primera (H1) se usarian
100 pL de PBS 1x, para servir como control, en la segunda herida (H2) se tratd con 100
png/mL de ceftriaxona, la tercera (H3) con 10 pg/mL de Pin2[G] y la cuarta con 30 pg/mL de
FAL. Este tratamiento se aplicé cada 24 horas durante tres dias.
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7.13 Recuento bacteriano

Para tener un control sobre la cantidad de unidades formadoras de colonia (UFC) presentes
en las heridas de los conejos, antes y después del tratamiento, se hizo un recuento bacteriano
mediante diluciones seriadas 1:5 siguiendo los lineamientos de York (2007). Esto mediante
raspado en la herida con un hisopo estéril inoculado en 3 mL de caldo LB, se agita el tubo en
vortex durante 20 s, se separa 1 mL del medio en un tubo Eppendorf (Isenberg et al., 2007),
y de este se toman 100 pL para mezclarlo con 400 pyL de caldo Mueller Hinton, esta es la
primera dilucion 1:5. A partir de la cual se hacen las diluciones hasta llegar a 1:625. De cada
una se toman 10 pL de medio y se colocan, sin que difunda, en una caja Petri con Agar MH,
se espera unos minutos a que seque Yy se deja incubando por 18 horas a 37 °C. Después de
esto se cuenta en nimero de colonias aisladas que crecié en donde se coloc6 cada gota. Para

calcular en nimero aproximado de UFC/mL con la ecuacion:

UFC x No.de dilucién
0.01
Las diluciones de cada herida se sembraron en cajas individuales y todas se hicieron por

triplicado.
7.14 Modelo de infeccion in vivo

Se sigue un proceso similar de rasurado, anestesia, y formacion de herida que, en el ensayo
de irritacion subepitelial, pero en este caso, se inocula 1 mL de cultuvo bacteriano crecido en
tubos LB toda | noche en agitacién. El cultivo se centrifuga 14, 000 RPM por 5 min y se
decanta el sobrenadante, el pellet es resuspendido en 50 pL de caldo MH y en tres de las
cuatro heridas se inocula un pellet, esto se repite a las 12 horas para asegurar una infeccion.
En general: la primera herida sirve como control positivo de la infeccion, siendo asi que no
se le aplicara tratamiento con algin antimicrobiano; la segunda herida corresponde al
tratamiento con péptido antimicrobiano, aqui se utiliza la concentracién encontrada como la
minima inhibitoria para contrarrestar la infeccion; la tercera herida sirve como control para
probar que la infeccion puede ser detenida por los antibidticos convencionales recomendados
en Stevens et al. (2014) para el tratamiento de las infecciones subcutaneas, en este caso se

uso ceftriaxona [100 pg/mL], y la cuarta herida es el control negativo, en la que no se provoca
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infeccion y se refiere al desarrollo de bacterias de la micribiota de la piel. Los tratamientos
establecidos se aplican cada 24 horas durante tres dias, antes de cada tratamiento se hace
raspado con hisopo para hacer conteo bacteriano como se establece en York et al. (2007) y
posterior a la aplicacion del tratamiento las heridas se cubren con gaza estéril y se deja reposar

al congjo.
7.14.1 Andlisis de recuperacion de herida

El restablecimiento de la integridad de la piel es una parte importante del proceso de
saneamiento de una herida. Como parte de este proyecto se analizé la posible influencia que
puede tener el tratamiento con AMP en las heridas infectadas. Se tomaron dos criterios a
consideracion: el area que abarca la herida antes y después del tratamiento, y la recuperacion
de la integridad de la piel con base en la tonalidad que presenta al interior y exterior de la
herida. Con lo que se pretendio caracterizar la regeneracion de la piel de forma longitudinal
y transversal. Para esto se tomaron fotografias de las heridas en cada dia de tratamiento.
Como punto de referencia se incluye a una regleta para conocer la escala de la imagen. El
analisis de imagen se hizo usando el programa ImageJ, el protocolo consisti6 de convertir las
imagenes a escala de grises para estandarizar la tonalidad de piel y aplicar un filtro Gaussiano
¢=5 para disminuir el ruido de la imagen, posteriormente se estableci6 como Region de
interés (ROI) a una recta que pasa por el centro de las heridas. A continuacidn, se generd un
perfil grafico y se comparé el perfil de cada herida al momento de haber sido hecha, después
de 6 dias de tratamiento y con piel intacta como control. Para determinar el cambio en el area
de la herida se convierte la imagen a escala de grises, se establece la escala de la imagen y
por crecimiento de regiones se calcula el area que corresponde a la piel dafada. Para
comparar el cambio de tamafio se considero el area de cada herida al dia uno como el 100 %

y con base en dicha medida se determina su evolucion.
7.15 Marcaje de péptidos con fluoréforo

Para observar la distribucion de los péptidos en las bacterias se usoé el fluoréforo BODIPY
(C18H18BF2N304), el cual ya ha sido reportado para este tipo de experimentos (Benincasa et
al., 2009). El marcaje de Pin2[G], FA1 y HBD3M se hizo mediante esterificacion del grupo

e-amino de un residuo de lisina de los péptidos con el grupo succinimidil éster de BODIPY,
23



como se ejemplifica en la Imagen 2. Para esto se siguié el protocolo de Life technologies.
(1996), que consiste en disolver 5-20 mg de péptido en 1 mL de buffer bicarbonato de sodio
0.1M pH 8.3, luego, disolver el fluor6foro en 0.5 mL de Dimetilsulféxido y afiadirlo
lentamente a la solucion que contiene al péptido. Finalmente, se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente y de ser necesario se detiene la reaccion afiadiendo 0.1 mL de
hidroxilamina 1.5 M, pH 8.5. La mezcla se purifica por HPLC de fase reversa en una columna
analitica C1g (4.6 x 250 mm, Vydac, EUA) con un gradiente de 20-80 % de acetronitrilo+0.1
%de TFA con flujo de 1 mL/min. Dado que cada péptido tiene mas de un residuo de lisina,
se agrego la cantidad de BODIPY necesaria para que cada peptido fuera marcado con solo
una molécula del fluor6foro. Este método no interfiere con la accion de los péptidos ya que
existe un espaciador de Csentre la biomolécula y el fluoréforo, con lo que se disminuye la

interaccion entre estos.

Lisina BODIPY®-FL
B 1 |
CH,
|
\ N O E P
|| B
QN 0-C—CH,CH, F Péptido—o- C\/\/\/N\,(CHD N N
3
NH, o R
o E E

Imagen 4. Para los ensayos de fluorescencia se usé BODIPY (A), el cual marca al péptido mediante
una reaccién de esterificacion (B) que une su radical alcalil a un residuo de lisina. La reaccion
completa se muestra en el Anexo 1.

Para corroborar la union péptido-fluoréforo se determiné la masa molecular de las fracciones
colectadas mediante espectrometria de masas, esperando una masa de de 2,846.2 Da para
Pin2[G]+BODIPY (2,572.0 Da de Pin2[G] + 274.2 Da de BODIPY), para FA1+BODIPY de
3,282.8 Da (3,008.6 de FA1 +274.2 de BODIPY), y de 7,535.6 Da para HBD3M+BODIPY
(7,146.4 de laHBD3M y 274.2 de BODIPY), en el caso de la HBD3M+BODIPY se confirmé
la union corriendo las fracciones en HPLC fase reversa, pasando la proteina a una membrana
de nitrocelulosa mediante westernblot y observando este en un transiluminador. La
concentracion de péptido unido a marcador se obtuvo usando la formula de Lambert-Beer y
haciendo la correccion de la contribucion del fluoréforo a la absorbancia usando la formula

Aprotein = A2g0 — Amax (CF) donde Aprotein €S la absorbancia real, Azgo la absorbancia de péptido
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unido a fluoréforo a 280 nm, Amax la absorbancia a la longitud de emision y CF el factor de
correccion de BODIPY®.

7.17 Visualizacion por microscopia de fluorescencia

Para determinar si los péptidos actuan en la membrana o sobre algin blanco intracelular se
us6 microscopia de fluorescencia. Para esto se incuban 1x10% cél/mL de S. aureus ATCC
21293 y de P. aeruginosa ATCC 17853 en 3 mL de caldo LB durante toda la noche, al dia
siguiente se toma 1 mL y se centrifuga a 14,000 RPM durante 5 min, el sobrenadante se
decanta y el pelet es resuspendido en 1 mL de caldo MH, nuevamente se centrifuga y decanta,
esto se repite dos veces para tener a las células libres de basura celular o biopelicula. Después
de los lavados se resuspende el pelet en 500 pL de caldo MH. Para la visualizacion se toman
10 pL de cultivo y se colocan sobre un portaobjetos limpio, se le afiade 10 pL de péptido
marcado evitando que la muestra se disprese y se coloca un cubreobjetos. La muestra se
visualizo con ayuda del Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada de la UNAM en un

microscopio Olympus FLUOVIEW FV1000 Confocal 2P Invertido con un objetivo himedo

60X WI/1.1, luz de excitacidn a 488 nm y recoleccion con un detector NDD EPI.
7.18 Analisis de imagen

El procesamiento de las imagenes obtenidas de los ensayos de fluorescencia incluyd su
deconvolucion con Huygens Essential version 16.10 (Scientific Volume Imaging, The
Netherlands, __http://svi.nl__) y la identificacion de regiones de interés (ROI) con ImageJ.
Después, el andlisis consistid en la cuantificacion de emision de fluorescencia dentro y fuera
de la célula, asi como la distribucion de esta en la membrana bacteriana. Esto mediante el
establecimiento de dos rectas de 3 um; una dibujada transversalmente en las células y la otra
que abarque la regién que corresponde a la membrana celular. Las células anélizadas fueron
células individuales, que se enfocaban en el primer plano de la fotografia. Los valores de

fluorescencia fueron colectados en una hoja de Excel y analizados con GraphPad Prism 7.
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8. Resultados
8.1 Purificacién de péptidos

Los péptidos antimicrobianos fueron sintetizados quimicamente por la compafiia
ChinaPeptides y enviados en estado crudo; esto es, el producto crudo trae contaminantes de
péptidos truncados, o bien péptidos no sintetizados correctamente, por tanto, Pin2[G] como
FA1 (Figs. 1 and 2) fueron purificados por HPLC de fase reversa con un gradiente de 20-
80% de acetonitrilo + 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA) usando una columna
semipreparativa Cig de 10 x 250 mm con un flujo de 2 mL/min. La cantidad de péptido
purificado se cuantifico por peso en el caso de FAL, y por cuantificacion de absorbancia a
289 nm en el caso de Pin2[G], este ultimo también se cuantificd por peso y se comprobd que

ambas determinaciones eran similares.
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Fig. 1. Purificacion de Pin2[G]: Columna Cis (10 x 250 mm), gradiente 20-80 %B x 60 min, flujo
2 mL/min. Solvente A: H,0+0.1 %TFA,; Solvente B: Acetonitrilo+0.1%TFA. Tiempo de retencion:
46 min (61% de B). Los trazos representan la absorbancia a 230 (rojo) y 280 (negro) nm.
Rendimiento: 13 %.

El péptido Pin2[G] representa la fraccion mayoritaria de la sintesis peptidica, esta fraccion
fue colectada y analizada por espectrometria de masas, la cual resulto tener la masa molecular

esperada de 2,572.0 Da.
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Fig. 2. Purificacion de FA1: Columna Cus (10 x 250 mm), gradiente 20-80 %B x 60 min, flujo 2
mL/min. Solvente A: H,O+0.1%TFA; solvente B: Acetonitrilo+0.1%TFA. Tiempo de retencién: 34
min (47.2% de B). Los trazos representan la absorbancia a 230 (rosa) y 280 (azul) nm. Rendimiento:
23%.

Con respecto al péptido FAL, la fraccion mayoritaria de la sintesis peptidica fue colectada y
analizada por espectrometria de masas, confirmando también la masa molecular esperada
(3,008.6 Da).

Finalmente, la HBD3-M se expreso en la cepa E. coli M15[(pREP4]), y fue recuperada de
cuerpos de inclusion. La HBD3-M se purific6 mediante columnas de afinidad y por

cromatografia de fase reversa en columna Cig (Figura 3).

1 2 3 4 5 6 7 8

22 kDa

10 kDa

HBD3M

5 kDa 7.1kDa

Fig. 3. Purificacion de HBD3M. (a) PAGE-SDS de las fracciones recuperadas de la purificacion con
niquel. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2-8: HBD3M recuperada tras ser eluida de la
columna de niquel.
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Posteriormente las fracciones en las que se encontré a la proteina son purificadas por HPLC
(Figura 4.).
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Fig. 4. Cromatografia de HPLC de purificacion de la HBD3-M. Columna Vydac 218TP (Cis, 4.6
X 250 mm). Gradiente de 20-80%B en 60 min. Solvente A: H,O+0.1%TFA; Solvente B:
Acetonitrilo+0.1%TFA. Tiempo de retencion: 18 min. Los trazos representan la absorbancia a 230
(rojo) y 280 (negro) nm. Rendimiento: 10%.

La HBD3-M representa las fracciones de los minutos 18 a 22 de la ultima purificacion por
HPLC, estas fracciones se mezclaron y se analizaron por espectrometria de masas para

corroborar su identidad.
8.2 Inhibicidn de crecimiento bacteriano

En el ensayo por Kirby- Bauer se observd que la concentracion necesaria de Pin2[G] para
detener el crecimiento bacteriano es menor que la de FAL (Tabla 4). El tamafio del halo de
inhibicion fue similar en todas las concentraciones de ambos péptidos (6 mm). Por lo que se
puede decir que los péptidos logran inhibir el crecimiento de manera localizada, pero no se
difunden en el medio. Se puede observar que la cepa de referencia S. aureus ATCC 21293
es mas sensible que el aislado clinico de la misma especie, fendmeno que no se repite en el

caso de las cepas de P. aeruginosa.
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Tabla 4. Concentracion inhibitoria en medio sélido de los péptidos contra cepas de
referencia y cepas aisladas de paciente con pie diabético

_ S. aureus S.aureus P.aeruginosa P. aeruginosa
Péptido  ATCC 21293 UDP13  ATCC 27853 UDP3

(hg/mL) (hg/mL) (hg/mL) (hg/mL)
PiN2[G]  77+56 10357 126.6+156 1286156

FAl 123.3+57 1504 +10 150.4 + 10 150.4 + 10

En este caso no se muestran los resultados de la HBD3-M porque en ninguna de las
concentraciones probadas inhinibid el crecimiento de S. aureus o de P. aeruginosa. Tal vez
esto se debe al tipo de interaccion que hay entre la defensina y las bacterias, asi como a la
concentracion de sales y demas iones presentes en el agar MH que pueden interferir en su

actividad antimicrobiana.
8.3 Concentracion minima inhibitoria

Se probd la actividad antimicrobiana de los péptidos Pin2[G], FA1 y HBD3-M contra las
cepas de referencia S. aureus ATCC 21293, S. aureus UDP13, P. aeruginosa ATCC 27853
y P. aeruginosa UDP3 mediante ensayos de dilucion seriada en medio liquido, esta prueba
difiere del Kirbi-Bauer en la interaccion que tiene el péptido con la bacteria en un medio
homogenizado. La MIC de Pin2[G] para ambas cepas de S. aureus fue de 7.5 pg/mL,
mientras que la cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa fue mas resistente al péptido que la cepa
UDP3 (60 pg/mL y 30 pg/mL respectivamente) (Figura 5). Por otro lado, FAL no fue capaz
de inhibir el crecimiento de las cepas de S. aureus (>250 pg/mL) pero si el de las de
P. aeruginosa ATCC 27853 (15 pg/mL) y UDP3 (30 pg/mL) (Figura 6). Mientras que la
HBD3-M no inhibio el crecimiento de las cepas de S. aureus, pero si el de P. aeruginosa
ATCC 27853, aunque se necesitd una concentracion muy alta de esta (140 pg/mL) Figura 7.
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Fig. 5. Concentracion minima inhibitoria de Pin2[G]. Se incubaron diferentes concentraciones del
péptido con 1x108 cél de S. aureus ATCC 21293 y S. aureus UDP13 (Superior), P. aeruginosa
ATCC 27853 y P. aeruginosa UDP3 (Inferior) en caldo Mueller-Hinton durante 18h a 37°C y se
ley6 el crecimiento bacteriano mediante espectrometria con Asgsnm. La concentracion minima de
péptido necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano se considera la minima inhibitoria (MIC).
CEF: bacteria+ceftriaxona [100 pg/mL]; BAC: Bacteria sin péptido; PEP: Péptido sin bacteria. Se
muestra el promedio de tres experimentos, cada uno hecho por triplicado, y su desviacién estandar.
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Fig. 6. Concentracion minima inhibitoria de FAL. Se incubaron diferentes concentraciones del
péptido con 1x108 cél de S. aureus ATCC 21293 y S. aureus UDP13 (Superior), P. aeruginosa
ATCC 27853 y P. aeruginosa UDP3 (Inferior) en caldo Mueller-Hinton durante 18h a 37°C y se
leyé el crecimiento bacteriano mediante espectrometria con Asgsnm. La concentracion minima de
péptido necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano se considera la minima inhibitoria (MIC).
CEF: bacteria+ceftriaxona [100 pug/mL]; BAC: Bacteria sin péptido; PEP: Péptido sin bacteria. Se
muestra el promedio de tres experimentos, cada uno hecho por triplicado, y su desviacién estandar.
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Fig. 7. Concentracion minima inhibitoria de HBD3M. Se incubaron diferentes concentraciones
del péptido con 1x108 cél de S. aureus ATCC 21293 y S. aureus UDP13 (Superior), P. aeruginosa
ATCC 27853 y P. aeruginosa UDP3 (Inferior) en caldo Mueller-Hinton durante 18h a 37°C y se
leyo el crecimiento bacteriano mediante espectrometria con Asesnm. La concentracion minima de
péptido necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano se considera la minima inhibitoria (MIC).
CEF: bacteria+ceftriaxona [100 pg/mL]; BAC: Bacteria sin péptido; PEP: Péptido sin bacteria. Se
muestra el promedio de tres experimentos, cada uno hecho por triplicado, y su desviacion estandar.

Como se puede observar cada péptido presenta caracteristicas antimicrobianas propias,
siendo Pin2[G] el mas efectivo contra S. aureus y FA1 el més activo contra P. aeruginosa,

bacterias Gram (+) y Gram (-) respectivamente. Mientras que HBD3-M, con una MIC de 140
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pg/mL para P. aeruginosa UDP3, no puede comparar su efecto antimicrobiano con el de
Pin2[G] y FAL en estas condiciones, por lo que a partir de este punto no se continud
considerandolo como péptido viable para el tratamiento. Se observa como los AMP afectan
el crecimiento de S. aureus UDP13 y P. aeruginosa UDP3 incluso cuando se les incuba a

concentraciones inferiores a la minima inhibitoria correspondiente de cada microorganismo.
8.4 Concentracion bactericida media

En este ensayo se observo que la MBC de Pin2[G] contra S. aureus, tanto ATCC 29213 como
UDP13, fue de 15 pg/mL y para ambas cepas de P. aeruginosa de 60 pg/mL. Por su lado, la
MBC de FA1 contra S. aureus, tanto ATCC 29213 como UDP13, fue mayor a 250 ug/mL y
para ambas cepas de P. aeruginosa de 60 pg/mL. Teniendo esto en cuenta, y segun lo
establecido en French et al. (2006) se puede decir que tanto Pin2[G] como FAL son péptidos

de efecto bactericida.
8.5 Actividad hemolitica

Para analizar el efecto que pueden tener los péptidos sobre una membrana eucariota se
determino su actividad hemolitica, la cual se mide con base en la liberacion de hemoglobina
tras la lisis eritrocitaria. En este ensayo se observé que, como ya se habia reportado
previamente (Sanchez et al., 2013; Rodriguez et al., 2014) Pin2[G] es mucho méas hemolitico
que FAL (Figura 8), ya que la concentracién necesaria para que el 50% de los eritrocitos
fueran lisados (HCso) por Pin2[G] fue de 1.2 £ 0.1 pg y la de FA1 no pudo ser determinada

aun cuando se probd a una concentracion de 400 pg/mL.

33



A HC_ Pin2G=1.23 + 0.06 ug/mL
e FA1

120 |
100 | : A
80

60 —

% Hemolisis

40 -|

20

LB A

0 h oo 00 000

000391  0.0625 1 16 256
[Peptido] ng

Fig. 8. Actividad hemolitica de los péptidos Pin2[G] y FAL. En este ensayo se cuantifica la
liberacion de hemoglobina como indicativo de la lisis celular. Se usaron 2.3 x 108 eritrocitos/mL
incubados a 37°C x 1 h. Control positivo: Triton-10X al 10%. Control negativo: acetonitrilo al 10%.
Cabe mencionar que la HCso de Pin2[G] es menor que su MIC contra S. aureus o
P. aeruginosa, lo cual descarta la idea de un tratamiento intravenoso o sistémico con este
péptido. Mientras que FAL, al ser poco hemolitico, es factible de ser usado en tratamientos
sistémicos. En este caso no se determind el efecto hemolitico de HBD3-M, ya que
previamente se ha demostrado su nula capacidad hemolitica, aun a concentraciones de 50
UM (Corrales et al., 2013).

8.6 Indice de desnaturalizacion de hemoglobina

La desnaturalizacion de la hemoglobina (DI) es un estudio complementario a la HCso que
brinda informacidn sobre la capacidad irritante que tiene un compuesto al ser aplicado en la
piel (Mehling et al., 2007), esto al incubar eritrocitos con una concentracion elevada del
péptido, a diferencia del ensayo de hemdlisis en este caso no se analizé la liberacion de
hemoglobina, sino el dafio que esta sufre al estar en contacto con altas concentraciones del
péptido. En este caso se observd como Pin2[G] presenta una relacion HCso/DI de 0.06 que
lo clasifica como muy irritante mientras que FAL resulta moderadamente irritante (6.73)
(Tabla 5). Como no se pudo calcular experimentalmente la HCso de FAL se us6 un valor

aproximado.
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Tabla 5. Resultados de la relacion HCso/DI de los péptidos Pin2[G] y FAL.

"Molécula HCso ID (%) HCso/ID Clasificacion
Pin2[G] 1.23+0.06 19.23 0.06 Muy irritante
FA1l 1243 18461 6.73 Moderadamente irritante

Segun la clasificacion de la DataBase service on Alternative Methods to animal experimentation (DB-
ALM) Pin2[G] se considera un péptido muy irritante y FA1 moderadamente irritante.

Este ensayo actla como un sustituto a la prueba de irritacion en mucosas y de la periferia
ocular, también conocida como prueba de Draize, por lo que con la relacion HCso/DI se
podria decir que Pin2[G] resultaria sumamente irritante en el caso de ser usado en infecciones

de mucosas, mientras que FA1 solo causaria una leve irritacion.
8.7 Irritacion dérmica aguda

En busca de la via de administracion mas idonea de un modelo in vivo se hicieron pruebas de
irritacion aguda en piel, las cuales informan de la capacidad de una sustancia para causar
eritema o edema al momento de ser aplicada, esto mediante la aplicacion de una cantidad
especifica del péptido sobre el dorso rasurado de un conejo durante 3 min, 1 hora y 4 horas.

Antes Durante Después

Irritacion 2
con

Pin2[G] \
3
4

' ‘ . e u”
B
Irritacion 1 .}‘#‘ '.
- L

con FA1 Sl

2

3 s8 !

Fig. 9. Ensayo de irritacion aguda. Para este ensayo se aplican 10 pg de Pin2 [G], y 30 ug de FA1
diluidos en PBS sobre el dorso rasurado de un conejo, estas zonas se cubren con gaza y se protegen
con cinta adhesiva. La gaza 1 se retira a los 3 min (1), la segunda a la hora (2) y la tercera a las tres
horas (3). En la imagen se muestra el dorso del conejo Antes de la aplicacion, Durante el contacto
del péptido con la piel y Después de que se retiraran todas las gazas.
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Tras la prueba se determind que Pin2[G] y FAL carecen de efecto irritante, aun después de
los 14 dias en los que se mantuvo en vigilancia a los conejos. Tal y como se puede observar
en la Figura 9. Con base en estos resultados se clasifica a los péptidos segun la tabla que
proporciona la Health Effects Test Guidelines OPPTS 870.2500 (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion de efecto irritante agudo. En sombreado se muestra la clasificaciéon de cada
péptido.

Pin2[G] TA1l

Eritema y formacion de escara

Sin eritema 0 0

Eritema apenas perceptible 1 1
Formacion de edema

Sin edema 0 0

Como se observa, la interaccion de los péptidos con la piel no mostré efectos irritantes. Por
lo que su aplicacion como molécula terapéutica en infecciones topicas que no involucren

membranas o exposicion del sistema vascular podria ser factible.
8.8 Toxicidad dérmica aguda

Para determinar la viabilidad de aplicar de manera prolongada los péptidos en la piel se
realiz6 el ensayo de toxicidad dérmica, en la que se usaron diferentes concentraciones de
péptidos y se observa su efecto tras 24 horas de exposicion. Esto con la finalidad de descartar

un posible efecto contraproducente en el tratamiento.
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Fig. 10. Exposicion prolongada de FALl y Pin2[G] en piel. Se reta durante 24h al conejo con
diferentes concentraciones de péptido aplicadas sobre el dorso rasurado y posteriormente se reporta
la presencia de eritema o edema. El conejo se mantiene bajo vigilancia durante 14 dias registrando su
estado animico y la recuperacion del pelaje. En este caso no se observo diferencia en la piel entre el
inicio (A) y el final de la prueba (B). 1. Concentracion 30 y 25 pg de FAl y Pin2[G], 2. 60 y 51 ug
de FAl y Pin2[G], 3. 90 y 77 ug de FALl y Pin2[G], respectivamente. Este ensayo se hace por
triplicado.

Como se puede apreciar en la Figura 10 no hubo cambio perceptible en la epidermis del
conejo antes y después de la prueba, durante los siguientes dias se monitored el estado
animico y peso del conejo sin que se reportara algun tipo de efecto secundario e incluso se
registré la recuperacion completa del pelo. Cabe mencionar que estas guias consideran como
controles a la piel adyacente a los sitios de prueba y no recomiendan el uso de agentes que

aseguren el efecto irritante por el dafio al que se expone al modelo de prueba.
8.9 Irritacion subcutanea

Los resultados de los ensayos de toxicidad dérmica contrastan con los experimentos in vitro
en cuanto a la seguridad que presentan los péptidos segun la via de administracion que se
use, por lo que se decidi6 analizar el efecto de los péptidos en heridas poco profundas que no
fueron previamente infectadas, esto para conocer inicamente el dafio que podrian generar los
péptidos las capas subdérmicas. Para esto, se hicieron heridas de menos de 1cm? de area en

las que se aplico un tratamiento con los péptidos Pin2[G] (10 pg/mL) y FA1 (30 pg/mL), un
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antibiotico convencional (ceftriaxona, 100 pg/ml) y una herida que no fue tratada, estos
ultimos dos como control. Se tomaron fotografias de las heridas para reportar su evolucion
durante el tratamiento y analizar la existencia o ausencia de algun tipo de dafio causado por
los péptidos, el cual se presentaria como dificutad para cicatrizar o nulo crecimiento de pelo.
Por otro lado, el conteo diario de colonias, en agar Mueller-Hinton, inform6 de una

recuperacion o pérdida de la microbiota de la piel.
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Fig. 11. Conteo de colonias del modelo de irritacion in vivo en herida de conejo sin infeccion
previa. Para determinar el efecto que tendrian los péptidos en heridas superficiales se hicieron cuatro
heridas (<1cm?) en el dorso rasurado de un conejo y se recolecté muestra mediante raspado con hisopo
para hacer conteo de UFC (inicio) 24 horas después se aplicaron los diferentes tratamientoscada
herida recibid un tratamiento diferente. Sin TX: Herida sin tratamiento; CFX: Herida tratada con 100
pg/mL de ceftriaxona; Pin2[G]: Herida tratada con 10 pug/mL de Pin2[G]; FA1: Herida tratada con
30 pg/mL de FAL. Cada 24h se hizo recuento bacteriano hasta el Dia 3. Se muestra el promedio de
dos mediciones, cada una hecha por triplicado, y su desviacion estandar.

Como se puede observar, en la Figura 11, al inicio del protocolo no se recuperaron bacterias,
sin embargo, conforme el tratamiento avanzaba el nimero de bacterias que se pudieron
recuperar fue en aumento. Las heridas tratadas con Pin2[G] y CFX mantuvieron un nivel
bajo de UFC’s (<2x10%) mientras que en el tratamiento con FA1 el nimero de bacterias fue
mayor que en las otras heridas (=4x10%), cabe aclarar que el nimero de colonias aisladas del

tratamiento de FA1 no son suficientes para ser consideradas una infeccion.
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Fig. 12. Evolucion de las heridas en las que se hizo la prueba de irritabilidad subcuténea.
Fotografias tomadas a lo largo del tratamiento para registrar cicatrizacion y recuperacion de pelo: A
Inicio, B dia 0, C dia 1, D dia 2, E dia 3. 1. Sin Tratamiento; 2. CFX [100 pg/mL]; 3. Herida tratada
con 10 pg/mL de Pin2[G]; 4: Herida tratada con 30 pg/mL de FAL.

El tratamiento con antimicrobianos no impidid la recuperacion de las heridas ni el
crecimiento de pelaje (Figura 12). Después de catorce dias de finalizado el tratamiento las
heridas estaban cicatrizadas y cubiertas de cabello. Por lo que podemos considerar que, a
pesar de las complicaciones que un tratamiento sistémico generaria, Pin2[G] y FA1 pueden

ser usados para tratar infecciones tdpicas superficiales
8.10 Modelo de infeccion in vivo

Con los resultados in vitro y la posibilidad de administrar un tratamiento con AMP’s a nivel
subcutaneo se procedio a establecer el modelo de infeccion en heridas en conejo, para esto
se considerd la MIC de Pin2[G] y FA1 contra S. aureus UDP13 y P. aeruginosa UDP3. Para
establecer la infeccion se hicieron cuatro heridas en el dorso rasurado de un conejo nueva
zelanda, tres fueron infectadas con 3x108 cel y la cuarta quedd sin inocular para servir como
control negativo. De las tres heridas infectadas una fue tratada con PBS vy las otras dos con

péptido o ceftriaxona. Los resultados se muestran en la Figura 13.
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Fig. 13. Recuento de UFC del modelo de infeccion con S. aureus UDP13. Se hicieron cuatro
heridas (<1cm?) tres de estas se infectaron con S. aureus UDP13. Cada una recibi6 diferentes
tratamientos y desde el inicio de la infeccion hasta el dia 4 se hizo recuento bacteriano para conocer
la evolucioén de la infeccion. No tratado: Herida sin tratamiento; Pin2[G]: Herida tratada con 50
pug/mL de Pin2[G]; CFX: Herida tratada con 100 pug/mL de ceftriaxona; No infectado: Herida sin
infeccion tratada con PBS. Se muestra el promedio de dos experimentos, cada uno hecho por
triplicado, y su desviacion estandar.

En este primer tratamiento se puede observar el efecto antimicrobiano que tiene Pin2[G]
contra una infeccion de S. aureus UDP13 en herida cutanea superficial de conejo. El
establecimiento de la infeccidn se logro tras tres inoculaciones cada 8 horas. Desde el primer
dia de tratamiento el nimero de bacterias se ve drasticamente reducido. Mientras que en la
herida tratada con ceftriaxona y en la que se aplicé PBS1X se mantuvo la infeccion, aunque,
eventualmente, el numero de bacterias se reduce drasticamente, posiblemente debido a la
respuesta inmune del conejo. El efecto antibacteriano en el modelo animal se correlaciona
con los resultados obtenidos in vitro.

Para continuar con la caracterizacion del efecto in vivo de Pin2[G] se produjo una infeccion
subcutanea con P. aeruginosa UDP3 para ser tratada con 40 pg/mL del péptido. En este caso
solo se necesitaron de dos inoculaciones, a las 0 y 12 horas, con 102 cel/mL para establecer
una infeccion. Despueés de 24 h de la primera inoculacién ya se contaba con un alto nimero
de bacterias en cada herida, lo que dio lugar a que se iniciara con el tratamiento cada 24 h.

La evolucién de este se muestra en la Figura 14.
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Fig. 14. Recuento de UFC del modelo de infeccion con P. aeruginosa UDP3. Se hicieron cuatro
heridas (<1cm?) tres de estas se infectaron con P. aeruginosa UDP3. Cada una recibié diferentes
tratamientos y desde el inicio de la infeccion hasta el dia 4 se hizo recuento bacteriano para conocer
la evolucion de la infeccion. No tratado: Herida sin tratamiento; Pin2[G]: Herida tratada con 40
pug/mL de Pin2[G]; CFX: Herida tratada con 100 pug/mL de ceftriaxona; No infectado: Herida sin
infeccion tratada con PBS. Se muestra el promedio de dos experimentos, cada uno hecho por
triplicado, y su desviacion estandar.

En este caso, al igual que en el anterior, se logré erradicar la infeccion, sin embargo, esto fue
tras la segunda aplicacion del tratamiento (72h). Al igual que en el experimento anterior el
nimero de UFC se redujé totalmente tras tres dias de tratamiento. Los resultados muestran
la efectividad del tratamiento con Pin2[G] tanto como para contrarrestar el crecimiento de S.

aureus como el de P. aeruginosa, asi como una correlacién con los datos obtenidos in vitro.

Finalmente se procedid a caracterizar el efecto in vivo de FAL en el tratamiento de infecciones
subcutaneas contra P. aeruginosa UDP3 y S. aureus UDP13, este Gltimo se hizo para
corroborar lo reportado in vitro. Se siguié el mismo procedimiento que con las infecciones
anteriores y se administraron 50 pg/mL de FA1 cada 24 h durante 3 dias. Nuevamente se
hicieron dos inoculaciones y el tratamiento inicié 24 h después de la primera. Los resultados

de este tratamiento se muestran en la Figura 15.
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Fig. 15. Recuento de UFC del modelo de infeccion tratado con FAL. Se hicieron cuatro heridas
(<1cm?) tres de estas se infectaron con S. aureus UDP13 (superior) y P. aeruginosa UDP3 (inferior).
Cada una recibi6 diferentes tratamientos y desde el inicio de la infeccion hasta el dia 4 se hizo
recuento bacteriano para conocer la evolucion de la infeccion. No tratado: Herida sin tratamiento;
FAL: Herida tratada con 50 pg/mL de FA1; CFX: Herida tratada con 100 pg/mL de ceftriaxona; No
infectado: Herida sin infeccion tratada con PBS. Se muestra el promedio de dos experimentos, cada
uno hecho por triplicado, y su desviacion estandar.

El modelo de infeccidn con S. aureus UDP13 no registro decremento en el numero de UFC
recuperadas de la herida infectada y tratada con FAL, lo que corrobora la falta de efecto de
antimicrobiano observada in vitro. Sin embargo, y contrario a lo que se habia observado en
la placa de caldo MH, el tratamiento con FA1l tampoco inhibi6é el crecimiento de
P. aeruginosa UDP3, de hecho, se registrd6 un aumento en el ndmero de bacterias
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recuperadas, que incluso resulta superior al total de UFC obtenidas en las heridas tratadas
con PBS1X o antibi6tico. En este modelo se continuaron recuperando UFC tras las 96h de
tratamiento, lo que habla de un mecanismo de defensa inactivo en estos modelos, pero

presente en el tratamiento con Pin2[G].

Para comprobar que las UFC recuperadas de los modelos de infeccion correspondian a
S. aureus se hicieron pruebas de catalasa y oxidasa, asi como una reinoculacién en medio sal
y manitol, que es un medio que nos permite diferenciar entre S. aureus y S. epidermidis. El
crecimiento de P. aeruginosa se comprobd por las caracteristicas morfologicas de sus

colonias: planas, difusas y por la liberacion de cromoforos.
8.11 Cicatrizacion de heridas

El proceso de cicatrizacion involucra la recuperacion de la hemostasis, inflamacion,
proliferacion celular y el remodelado de las capas de la piel. Estos promueven la activacion
y diferenciacion de diversas lineas celulares, asi como el desencadenamiento de vias de
sefializacion efectoras de la respuesta inmune o de la maduracion celular (Guo et al., 2010).
Previamente se han establecido modelos de andlisis de imagen para el estudio de la
recuperacion de heridas con base en el area que estas abarcan; usando programas
especializados en el reconocimiento de patrones y crecimiento de regiones (Papazoglou et
al., 2010). Para determinar si el tratamiento con Pin2[G] o FA1 favorece la cicatrizacion se
midio el cambio de tonalidad y el area de las heridas durante los seis dias de tratamiento, lo
cual nos brinda informacidn sobre la recuperacion transversal y longitudinal del epitelio. Los

resultados del analisis de tonalidad se muestran en las Figuras 16, 17 y 18.
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Fig. 16. Analisis de heridas infectadas con S. aureus UDP13 tratadas con Pin2[G]. En cada
imagen se compara el tamafio y tonalidad de las heridas: al establecer la infeccion (Dia 2) y una vez
finalizado el tratamiento (Dia 6) con la de la piel intacta (control). Cada medicion se hizo por
triplicado y la longitud representa los pixeles de imagen. Se muestra el promedio de las mediciones

y la desviacion estandar.

En la Fig. 16 se muestra la evolucidn de las heridas infectadas con S. aureus UDP13 sometida

a diferentes tratamientos. Se puede observar como tras los seis dias ninguna herida logro

recuperar la apariencia de la piel sana siendo la herida tratada con ceftriaxona y la que fue

infectada pero no recibi6 tratamiento las que mostraron cierta recuperacion, lo que indica una

recuperacion del epitelio.
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Fig. 17. Anélisis de heridas infectadas con P. aeruginosa UDP3 tratadas con Pin2[G]. En cada
imagen se compara el tamafio y tonalidad de las heridas: al establecer la infeccion (Dia 2) y una vez
finalizado el tratamiento (Dia 6) con la de la piel intacta (control). Cada medicién se hizo por
triplicado y la longitud representa los pixeles de imagen. Se muestra el promedio de las mediciones
y la desviacion estandar.

En el caso de las heridas infectadas con P. aeruginosa UDP3 se observa como la que no fue
tratada hubo incluso un ligero aumento en el deterioro de la piel (Fig.17a), mientras que la
que fue tratada con ceftriaxona presentd cierta recuperacion sin llegar a presentar las
caracteristicas del control (Fig. 17b). En este caso Pin2[G], pese a haber detenido la
infeccion, disminuyd ligeramente el didmetro de la herida, pero sin llegar a ser determinante

en el desarrollo celular basal que favoreceria la recuperacion del epitelio.
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Fig. 18. Andlisis de heridas infectadas con P. aeruginosa UDP3 tratadas con FA1. En cada imagen
se compara el tamafio y tonalidad de las heridas: al establecer la infeccion (Dia 2) y una vez finalizado
el tratamiento (Dia 6) con la de la piel intacta (control). Cada medicion se hizo por triplicado y la
longitud representa los pixeles de imagen. Se muestra el promedio de las mediciones y la desviacion
estandar.

En el caso de las heridas infectadas con P. aeruginosa UDP3 del conejo tratado con FAL se
observa como en todos los casos, a excepcion de la que recibio ceftriaxona, se registré un
deterioro de la piel e inclusive aumento en el diametro y diferencia de tonalidad con respecto
a la piel sana. EI aumento de dafio en la herida en la que se aplicd FAL se podria deber a que,
como se vio en el recuento bacteriano, este no inhibe el crecimiento de P. aeruginosa en el
modelo in vivo, lo que permite que la bacteria se siga estableciendo y, por lo tanto, aumente

la afectacién a la piel.
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Fig. 19. Andlisis de recuperacion de herida segun su area. Cada dia se midi0 el area de las heridas
para determinar si existia un favorecimiento de la cicatrizacion al aplicar el tratamiento con AMP.
(A) Herida infectada con S. aureus UDP13 y tratada con Pin2[G] (B) Herida infectada con P.
aeruginosa UDP3 y tratada con Pin2[G] (C) Herida infctada con P. aeruginosa UDP3 y tratada con
FAL. Se muestra el promedio de mediciones por triplicado con desviacién estandar.

En cuanto a la medicion del area de las heridas, se observa un comportamiento caracteristico
de cada modelo. En el caso de la infeccidn con S. aureus UDP13 la herida tratada con Pin2[G]
y la que no recibi6 tratamiento fueron las que disminuyeron su area casi en su totalidad (Fig.
19a), Pin2[G] muestra un efecto similar en la herida en la que se inoculd P. aeruginosa
UDP3, ya que presenta, junto al control de ceftriaxona, una mayor velocidad de cicatrizacion
que las heridas no tratadas (Fig. 19b). Con estos resultados se infiere de un posible efecto de
los péptidos sobre la recuperacion del epitelio. Finalmente, el andlisis del modelo de
infeccion con P. aeruginosa tratado con FAL revela como dicho péptido, al igual que en el
recuento bacteriano y en el analisis de recuperacio de herida, carece de actividad cicatrizante;
mostrando incluso un incremento del area de la herida (Fig. 19c).

Por altimo, cabe mencionar coémo, en los tres modelos, la herida no infectada fue la que tardd
mAas en recuperarse, posiblemente por la falta de un agente que estimulara a la liberacion de
citocinas y factores de crecimiento estimulados por la presencia de un patdégeno o por la

activacion de alguna via de sefializacion por parte de los antimicrobianos.
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8.12 Marcaje de péptidos con fluoréforo

La conjugacion de los péptidos con BODIPY se realiz6 incubando cada péptido en buffer de
cabonatos junto con el fluoroforo diluido en DMSO para posteriormente purificarlo por
HPLC de fase reversa con una columna Vydac 218TP (Cus, 4.6 X 250 mm). El gradiente fue
de 20-80 % de B en 60 min, donde el solvente B fue de Acetonitrilo + 0.1 % de TFA y con
un flujo de 1mL/min. Durante la purificacion se recuperaron: tres fracciones que
corresponden a Pin2[G]+BODIPY; 5 fracciones de FA1+BODIPY; y 7 de
HBD3M+BODIPY (Figuras 20, 21 y 22 respectivamente)

A) IIIII
ol F2
FLA o rs

B) Fa)

F3
le '
F1

M .

Fig. 20. Cromatograma de la purificacion de los AMP marcados con BODIPY. A) Pin2[G]
conjugado con BODIPY, se recolectaron las fracciones F1, F2 y F3. B) FA1 conjugado con BODIPY
Se recolectaron las fracciones F1, F2, F3 F4 y F5. ColumnaVydac 218TP. Cig. 10i. 4.6 x 250 mm.
20-80% de ACNH3+0.1% de TFA en 60 min. ImL/min.
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Fig. 21. Cromatograma de la purificacion de HBD3M unido a HBD3M. Se recolectaron las
fracciones F6, F7, F8, F9, F10, F11 y F12. ColumnaVydac 218TP. Cis. 104. 4.6 X 250 mm. 20-80%
de AcNH3+0.1% de TFA en 60 min. ImL/min.

Se calcul6 una masa tetrica para Pin2[G]+BODIPY de 2,846.2 Da (2,572.0 Da de Pin2[G]
mas 274.2 Da de BODIPY), para FA1+BODIPY de 3,282.8 Da (3,008.6 de FAL1 mas 274.2
de BODIPY), y de 7,535.6 Da para HBD3M+BODIPY (7146.4 de la HBD3M mas 274.2 de
BODIPY) se confirm6 la masa molecular de los conjugados de Pin2[G] y FAL por
espectrometria de masas (Anexo 2) y el de HBD3M mediante western blot y visualizacién
por transiluminador (Figura 22).

MPM HBD3 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

Fig. 22. Western blot de las fracciones recolectadas durante el marcaje de HBD3M con
BODIPY. Las fraccioes recolectadas durante la purificacion de HBD3M se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, posteriormente esta se bloque6 con TBST-milk y se agregd un anticuerpo
anti-histidina para reconocer a la proteina. Finalmente se revela y se detiene la reaccion con agua
corriente. (MPM) Marcador de peso molecular, (HBD3) HBD3M control sin marcar, (F6-12)
Fracciones 6-12 de HBD3M macaradas con BODIPY.
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8.13 Interaccion bacteria péptido

Para determinar la distribucion celular de los péptidos en las células bacterianas, se incubaron
1x108 cel/mL de S. aureus ATCC 29213 y P. aeruginosa ATCC 17853 con los péptidos
Pin2[G], FA1 y HBD3M marcados con BODIPY, esto teniendo en cuenta la MIC de cada
uno segun la bacteria correspondiente, y tratando de emular las condiciones in vitro
previamente estudiadas. Posteriormente se obtuvieron imégenes de fluorescencia por
microscopia confocal en las que se observa la interaccion bacteria-péptido. Durante estos
experimentos se observa que FA1 no interactda con S. aureus ATCC 29213, lo cual es acorde
con lo reportado en los ensayos de concentracion minima inhibitoria, y en cierto modo
explica su falta de efecto antimicrobiano contra dicha bacteria. Las imégenes obtenidas
fueron procesadas aplicando un algoritmo de deconvolucion para corregir los efectos de la
sobreexcitacion de la fluorescencia, esto con el programa Huygens Essential usando el
algoritmo Quick Maximum Likehood Estimation (QMLE), predeterminado en Huygens, con

SNR=40y 40 iteraciones Las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 23.

Fig. 23. Imagenes de fluorescencia de péptido marcado con BODIPY en células bacterianas.
Mediante microscopia de fluorescencia se puede observar la interaccion bacteria-péptido segln sea
el caso A) S. aureusATCC21293 + Pin2[G] B) P. aeruginosa ATCC17853 + Pin2[G] C) P.
aeruginosa ATCC17853 + FAL D) P. aeruginosa ATCC 17853 + HBD3M. La escala representa
Tpum.
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Para conocer la diferencia de concentracion de péptido en membrana y en citosol se analiz
el perfil de emision de fluorescencia de las ROl de cada bacteria, las cuales se establecieron
como rectas transversales de 2.4 micras. Con esto se cuantifico la emision de fluorescencia
proveniente de cada célula, para asi determinar si el péptido se mantiene a nivel de membrana
0 bien si se internaliza. En caso de que el péptido se mantenga en la membrana se observarian
dos picos separados por un valle, mientras que en el caso de internalizarse se observaria que
dicho valle emite fluorescencia similar a la de los picos o incluso una distribucion similar a

una campana de Gauss. Los resultados de este andlisis se muestran en las Figura 24.
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Fig. 24. Distribucion de péptidos en células bacterianas. Pin3[G], FA1 y HBD3M marcados con
BODIPY se incubaron por 5 min con S. aureus ATCC21293 o P. aeruginosa ATCC17853. La
emision de fluorescencia se detecta con microscopio confocal y esto determina la localizacion celular
del péptido. (A) Distribucién de Pin2[G] en S. aureus (membrana); (B) Distribucion de Pin2[G] en
P. aeruginosa (membrana); (C) Distribucién de FAL en P. aeruginosa (membrana y citosol); (D)
distribucion de HBD3M en P. aeruginosa (membrana y citosol). Se muestra el promedio de tres
mediciones con desviacion estdndar. Cada experimento fue hecho por duplicado.
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A partir de estos datos se puede suponer el mecanismo de accion de cada péptido que en el
caso de Pin2[G] la emision de fluorescencia predominante en la membrana celular habla de
un mecanismo de accion por poro toroidal o barril. Mientras que la presencia de FAl y
HBD3M tanto en membrana como en citoplasma refiere a la capacidad de ambos péptidos
para interactuar con la periferia celular y de su accion en el espacio intracelular, efecto que

se atribuye al modelo de carpeta y blanco citoplasmatico (Imagen 2).

A) Pin2[G] en membrana B) Pin2[G] en membranade
de S.aureus ATCC29213 P.aeruginosa ATCC17853
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Fig. 25. Distribucion de péptidos en la membrana bacteriana. Se analisa la emision de
fluorescencia a lo largo de la membrana bacteriana, lo que indica la distribucion de los péptidos en
esta. Pin2[G] en S. aureus ATCC21293 (A) y P. aeruginosa ATCC17853 (B). FA1 (C) y HBD3M
(D) en P. aeruginosa ATCC17853. Se muestra el promedio de mediciones por triplicado con
desviacion estandar.

Se observo que cada péptido cubre de forma caracteristica a las bacterias. Por lo que se
decidi6 establecer una segunda ROI que abarcara a la membrana celular (Figura 25). Con lo
que se obtiene que Pin2[G] tiende a aglomerarse en regiones especificas de la membrana de
S. aureus (Fig. 25a); mientras que hay una distribucion uniforme de Pin2[G] y FA1 en la de
P. aeruginosa (Fig. 25b y c¢). Mientras que el patron de fluorescencia que emite HBD3M

parece formar polimeros en la membrana de P. aeruginosa .
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9. Discusioén

Durante la purificacion de los péptidos se observd la diferencia en la hidrofobicidad de ambos
compuestos, Pin2[G] se purificd bajo una concentracién mas alta de acetonitrilo (61%). Esto
se hace notar ya que durante el desarrollo de péptidos sintéticos se ha observado que hay
cierta relacion entre la hidrofobicidad y su actividad antimicrobiana ya que contienen mas
residuos alifaticos, por lo que su efecto bactericida esta relacionado a su hidrofobicidad (Kim
et al., 2005). Esto se puede observar durante nuestros ensayos de inhibicion de crecimiento
bacteriano en los que, tanto en medio sélido como en medio liquido, se necesita de una
concentracion menor de Pin2[G] que la de FAL para generar el efecto antimicrobiano. Por
otro lado, también se observa la incapacidad de HBD3-M para inhibir el crecimiento
bacteriano en un medio solido [Tabla 4; Figura 5 y 6]. Esta diferencia entre el efecto
antimicrobiano en un medio solido o liquido se ha reportado previamente y es que se asume
que esto sucede por la interaccion mas homogénea que hay entre el antimicrobiano con las
bacterias en un caldo de cultivo. Como se observa, esto sucede en nuestras determinaciones
ya que en algunos casos la MIC fue diez veces méas alta en agar. Antibiéticos como la
vancomicina tienen mayor efecto en cepas de S. aureus plancténicas que en las que forman
biopelicula (Jeffeson et al., 2004). Con relacion a esto se pueden citar los trabajos anteriores
en los que se ha establecido la MIC de los péptidos. Como lo reportado por Arenas et al.
(2016) en el que Pin2[G] determin6 una MIC para S. aureus ATCC 21293 de 25 pg/mL, que
es mayor que la que se se registro esn este trabajo (7.5 pg/mL), pero nuestros resultados
coinciden cuando se trata de P. aeruginosa ATCC 27853 (MIC >50 ug/mL). En el caso de
FA1L, la MIC para las cepas de P. aeruginosa es similar a la reportada por Sanchez et al.
(2013) para sus aislados clinicos con la misma bacteria. Sin embargo, nuestros resultados
difieren en la MIC para S. aureus la cual no se logro determinarla. Aunque Sanchez et al.
(2013) reportaron un valor de 10 mg/mL para dicha bacteria, cabe mencionar que en este
trabajo no se llegd a probar una concentracion tan alta. Por otro lado, la MIC que se observo
para P. aeruginosa con HBD3-M fue casi 4 veces mas alta que la reportada por Corrales et
al. (2013), mientras que, a diferencia de su estudio, no se logré inhibir el crecimiento de

S. aureus.
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Para conocer el efecto que tienen los péptidos Pin2[G] y FA1 sobre una membrana eucariota
se determind la concentracion hemolitica media (HCspo) la cual consiste en cuantificar la
hemoglobina que se libera por la lisis eritrocitaria que puede ocurrir cuando estas células se
ponen en contacto con ellos. Para esto se considero la MIC de Pin2[G] y FAL, ya que
indicaria la capacidad de los péptidos para tratar una infeccion que involucrara al sistema
vascular, ya que, no resultaria conveniente usar una molécula que afecte méas a células
eucariotas que a bacterias. En el caso de Pin2[G] la HCso observada (1.2 pg/mL = 0.8 uM)
[Figura 8] es cercanamente similar a la determinada por Rodriguez et al. (2014) (1.4 uM).
Por otro lado, aunque no se logrd obtener la HCso de FA1 de manera directa, si se calculo un
valor aproximado (1,243 pg/mL=413 uM), el cual es un valor muy bajo, pero similar al
determinado por Sanchez et al. (2013) de 824 uM. Con respecto a la HCso de HBD3-M no
fue determinada dada la alta MIC que presenta, por lo que se espera que su capacidad de
hemolisis seria muy baja, de hecho, Corrales et al. (2013) trat6 de determinarla sin tener éxito
probando concentraciones de hasta 50 pM. Con los resultados de MIC y hemolisis se aprecia
la diferencia que existe entre el efecto de la carga en una molécula y su hidrofobicidad. Ya
que, por un lado, FAL es mas cationica que Pin2[G]; esto es, +11.4 y +10, respectivamente,
pero la primera es menos hidrofébica que la segunda. Esto es de notar, ya que la interaccion
péptido-membrana se basa principalmente en las fuerzas electrostaticas y la hidrofobicidad
de ambos. Tedricamente, ambos péptidos deberian de ser muy afines a las membranas
anionicas de las bacterias, ricas en fosfatidilglicerol, cardiolipina o fosfatidilserina, pero poco
propensas a unirse a las membranas neutras de los eritrocitos. Este comportamiento se
mantiene en FAL, pero Pin2[G] llega a tener una mayor afinidad por las membranas neutras
que por las anidnicas. Probablemente esto se pueda deber a una mayor influencia de la
hidrofobicidad de Pin2[G] en su mecanismo de accién. Tomando a consideracion la
hidrofobicidad, es aqui donde FAL, que es mucho menos hidrofébico que Pin2[G] pero que
tiene una carga mayor (+11.4), muestra su selectividad hacia células bacterianas, ya que la
HC50 esté bastante lejos de la MIC, pero a su vez esta selectividad bacteriana también la
hace ineficiente ante bacterias Gram- positivas. Esto también podria deberse a la composicion
lipidica de la membrana; esto es, P. aeruginosa es rica en fosfatidiletanolamina y
dimanosildiacilglicerol, mientras que S. aureus se compone principalmente de cardiolipinay

fosfatidilglicerol. Similar a estos resultados se puede mencionar el caso del antimicrobiano
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C12K-745 que es ocho veces mas eficaz contra P. aeruginosa que contra S. aureus (Roten et
al., 2008). Dado esto, y dados diversos reportes sobre la contradictoria relacion
carga/hidrofobicidad (Sani et al., 2016), no se podria anticipar el comportamiento que tendria
un AMP al encontrarse en un medio que contenga tanto bacterias como células eucariotas.
Como complemento a la determinacion de la HCso se calculd el indice de desnaturalizacion
de hemoglobina (ID%) el cual da un referente del dafio que sufren las proteinas al estar en
un medio con una alta concentracion de péptidos. Dicho indice, y su relacion con la HCso
indican la capacidad irritante de un compuesto sobre superficies mucosas, al grado de ser
considerado una alternativa al estudio de irritacion ocular (Mehling et al., 2007). La relacion
HCso/ID% colocan a Pin2[G] como un agente sumamente irritante, lo que sumado a su
sensibilidad hacia enzimas endoproteoliticas (Arenas et al., 2016) limita su posible
aplicacion terapéutica en infecciones sistémicas o de mucosas. Por otro lado, la condicion de
FA1 como un agente moderadamente irritante y su sensibilidad a enzimas proteoliticas, tanto
digestivas como vasculares [Tabla 5] (Arenas et al., 2016) lo convierte en un agente viable
en infecciones de mucosas, pero al igual que Pin2[G] poco recomendable para tratamientos
sistémicos.

Se puede atribuir la diferencia del efecto de los AMPs en un medio liquido al medio solido
en que se ha demostrado que los antimicrobianos alcanzan un valor de transporte mas alto
cuando se trata de bacterias planctonicas, lo cual se veria representado en el medio liquido,
que cuando estan adheridas a una superficie con la capacidad de formar una biopelicula, ya
que esta disminuye el coeficiente de difusion del péptido, haciendo que cantidades
subinhibitorias del péptido alcancen a la bacteria o que también puede que la concentracion
inhibitoria tarde mas en lograrse, con lo que la bacteria tendria el tiempo necesario para
montar una defensa ante el compuesto o bien, puede simplemente nunca alcanzar su blanco
perdiéndose en un laberinto de exopolisacéaridos y canales de agua. De hecho, se ha
demostrado como la exposicion a concentraciones subinhibitorias de antibiéticos induce a la
expresion de proteinas homdlogas (Zheng et al., 2002; Utaida et al., 2003; Jeffeson et al.,
2005). De hecho, las caracteristicas del biofilm podria favorecer un lento crecimiento

bacteriano, lo que trae consigo resistencia a antibioticos (Zheng et al., 2003).
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En la basqueda de una via de administracion ideal se probé el efecto irritante agudo en piel
que podrian tener Pin2[G] y FAL, esto segun el método propuesto por la Health Effects Test
Guidelines, en la que se pone en contacto una concentracion determinada de péptido sobre la
piel de un animal, en este caso un conejo albino, durante ciertos intervalos de tiempo, esto
con el fin de observar si despues de estar en contacto hay aparicion de eritema o edema, ya
sea de manera instantdnea o como efecto colateral. En esta prueba ninguno de los péptidos
causé algun tipo de dafio a la dermis, lo que apoya la idea de que puedan ser usados contra
infecciones topicas no profundas. Como complemento se realizaron ensayos de toxicidad
dérmica, en los que se expone la piel del conejo con diferentes concentraciones de los
péptidos durante 24 horas. En este ensayo tampoco se observa algun tipo de dafio, irritacion,
edema o eritema. Teniendo en cuenta los ensayos previos en los que se observé como un
tratamiento sistémico o a nivel de mucosas no es posible, dado el dafio que los péptidos
pueden causar, y los estudios sobre cdémo no hay afectacion en piel se decidio probarlos en
un modelo de infeccion superficial. Los modelos de infeccion en piel alcanzan diferentes
niveles, superficial, profundo y visceral. Diversos estudios se han hecho en estos tres tipos
de modelo se han realizado y, a su vez, estos se han probado en un amplio nimero de modelos
bacterianos y animales (Dai et al., 2011). Considerando esto se decidio probar la toxicidad
de Pin2[G] y FAL en una herida superficial, ya que en estas capas de la dermis la irrigacion
sanguinea es minima y las caracteristicas del epitelio podrian brindar resistencia ante el
tratamiento. Asi mismo, se monitored el nimero de bacterias que podian empezar a colonizar
las heridas que, al no existir una infeccion previa, podria presuponer gque pertenecen a la
microbiota de la piel. Al final del tratamiento no se observé dafio en el epitelio, de hecho,
tras dos semanas de recuperacion las heridas sanaron completamente al punto de que hubo
crecimiento de pelo en ellas [Figura 11]. Por otro lado, en cuanto al monitorieo bacteriano en
las heridas en el conejo, como era de esperarse se mantuvo cierto numero de bacterias que
podrian ser parte de la propia microbiota de su piel, ya que estos nimeros en ningin momento
Ilegaron a ser lo suficientemente altos como para desarrollar una patologia. Sin embargo,
resulta interesante denotar cobmo la herida tratada con FA1 fue la que presentd un incremento
en el nimero de bacterias presentes en la herida. Como estudio adicional, de corroborarse la
influencia positiva que tiene FA1 sobre el crecimiento bacteriano en modelos in vivo se

podria identificar el tipo de microorganismos que se ven beneficiados por esto.
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Posteriormente, se inicio el tratamiento en un modelo de infeccion en heridas superficiales
en piel de conejo. En el que se comparo la eficacia de los péptidos contra la del antibidtico
betalactdmico ceftriaxona, que es usado en el tratamiento de infecciones superficiales
(Stevens et al., 2014), asi como observar el desarrollo de la infeccion sin que exista un
tratamiento para contrarrestarla. En el caso de la infeccion con S. aureus UDP13 o
P. aeruginosa UDP3 al final del protocolo cada herida fue capaz de recuperarse, pero en la
que se aplico Pin2[G] el nimero de UFC disminuy6 drésticamente desde el primer dia de
tratamiento. Esto refleja su eficacia y la falta de un efecto toxico a las células de la piel. Una
vez finalizado el tratamiento se observé como después de los 14 dias siguientes las heridas
se recuperaron totalmente. Esto suma Pin2[G] al grupo de AMP que puede ser utilizados para
tratar infecciones superficiales [Figura 13 y 14] (Gordon et al., 2005; Cao et al., 2012; Jung
et al., 2014). Cabe mencionar la eliminacion de la infeccion a las 96h de haberse etablecido,
esto puede deberse a que S. aureus y P. aeruginosa son patdgenos oportunistas, por lo que
necesitan de un modelo inmunocomprometido para establecer una colonizacion idonea.
Dicho modelo no puede llevarse a cabo por la sensibilidad de los conejos a sufrir diversas
infecciones cuando se les inmunosuprime, infecciones que podrian intervenir en los
resultados del experimento. Otra posible explicacion es el estimulo de la respuesta inmune
por parte del AMP, fendmeno que ya se ha registrado previamente (Hilche et al., 2013).

Por otro lado, el tratamiento de la infeccién con P. aeruginosa UDP3 con FAL resultd
contraproducente [Figura 15], ya que no hubo una disminucion en el nimero de bacterias e
incluso este se mantuvo ligeramente mas elevado que el de la herida sin tratamiento, ademas
de que contrario al modelo anterior en este no se observa un decremento en el nimero de
UFC tras 96h de tratamiento, por lo que en este no se puede sospechar de una intervencion
del sistema inmune del conejo. Esto podria estar relacionado al fendmeno observado
previamente durante el tratamiento de la herida sin infeccion. Este fendmeno puede ser
explicado por la falla en la estructura peptidica cuando interacciona con proteinas propias del
huesped, la falta de interaccion entre bacteria y péptido, o por la activacion de algun sistema
de sefalizacion que promueva el crecimiento bacteriano. Tocando el primer punto se puede
mencionar el estudio de estabilidad peptidica realizado por Arenas et al. (2016) en el que se
observa la imposibilidad de purificar integro a FA1 tras ser incubado con plasma sanguineo

0 sobrenadante de S. aureus y P. aeruginosa, por lo que es posible que el péptido se una
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fuertemente a algiin componente presente en el plasma, o bien sea desnaturalizado y por lo
tanto su efecto se pierda. Diversos estudios han analizado el efecto que tiene el biofilm en
favorecer la resistencia bacteriana ante agentes antimicrobianos. En condiciones planctonicas
las bacterias son expuestas constantemente a la merma de su poblacion por agentes propios
del ambiente, p.ej. fagos, amebas, desinfectantes industriales o elementos naturales con
propiedades antimicrobianas. Sin embargo, el establecimiento de una comunidad bacteriana
0 polimicrobiana interconectada entre si permite el desarrollo de colonias bacterianas que
dificilmente son afectadas por su medio, ya que estan protegidas por los microorganismos
mas superficiales, por otras moléculas contenidas en el biofilm (Costerton et al., 1999). En
este caso en un biofilm bacteriano existiria una nula interaccién péptido-bacteria, ya que,
previamente, se ha registrado como un antimicrobiano puede atravesar en su totalidad este
medio y en ningln momento interactuar con la bacteria (Jefferson et al., 2005), de hecho, se
ha comprobado que la produccion de este permite que la bacteria sea resistente incluso contra
detergentes como el dodecil sulfato de sodio (Costerton, et al., 1999). Otro factor de
resistencia brindado por ser parte del biofilm es que los microorganismos entran una fase de
lento crecimiento, lo que les permite sobrevivir a un tratamiento antimicrobiano que tenga
como blanco afectar a su metabolismo, disminuyendo asi el impacto que estos puedan tener
(Brown et al., 1998; Rangarajan et al., 2013) o bien, puede darse el tiempo suficiente para
que la bacteria desarrolle resistencia al antibiotico (Dunne et al., 1993). Como punto a favor
de esta teoria se puede mencionar que, durante los ensayos de dilucidn seriada, se parte de
una poblacion bacteriana planctonica, por lo que no se da oportunidad de que P. aeruginosa
genere alginato y, por lo tanto, un biofilm. Mientras que en la infeccion este ya estaria
formado al momento de iniciar el tratamiento. Sin embargo, de ser este el mecanismo por el
cual FA1 no es efectivo en el tratamiento de la infeccion in vivo, queda la duda de por qué
Pin2[G] si logra sobrepasar el biofilm e interaccionar con P. aeruginosa y por tanto mermar
su crecimiento. Para entender esto se podrian hacer ensayos de difusion usando fluorescencia
para conocer las caracteristicas de desplazamiento de los péptidos cuando se encuentran en
dichas condiciones (Dunne et al., 1993; Jeffeson et al., 2004; Oubekka et al., 2012).

Para tocar el punto correspondiente a la activacion de un sistema de sefializacion se puede
mencionar el articulo de Limoli et al. (2014) en el que se demuestra la tendencia a la

mutagénesis en cepas de P. aeruginosa ante un tratamiento con el péptido antimicrobiano

58



LL-37. En dicho articulo se menciona como la estructura de LL-37 interactua con el ADN
bacteriano y desencadena la activacion de vias de sefializacion que participan en la sintesis
de alginato. Esto ocurre porque, en la biopelicula formada previo al tratamiento, el péptido
ve disminuida su difusion y no alcanza la concentracion necesaria para anular el crecimiento
bacteriano, ante tal escenario se lleva a cabo un fendmeno denominado ‘‘hormesis’’ en el
gue un microorganismo aprovecha dosis subinhibitorias de algin antimicrobiano para
estimular la sintesis de proteinas que favoreceran su supervivencia (Rothstein et al., 2005;
Davies et al., 2006; Yim et al., 2007; Sengupta et al., 2013). Como es el caso de la polimixina
B, que estimula la formacion de capsula celular en Klebsiella pneumoniae, limitando asi la
interaccion entre el AMP y la bacteria (Llobet et al., 2008). Es asi que se puede proponer el
papel de FA1 como un péptido participe en este fenémeno, lo cual explicaria la falta de
relacién entre resultados in vitro e in vivo, asi como responder a la duda generada en la
segunda propuesta respecto a la selectividad del biofilm por FAL, pero no por Pin2[G].
Probablemente un incremento en la dosis de tratamiento, que aumente la probabilidad de
interaccion péptido-bacteria, sea suficiente para romper la hormesis y permita inhibir el
crecimiento de P. aeruginosa en el modelo in vivo.

En cuanto a los analisis de cicatrizacion encontramos cierta relacion entre el tratamiento con
Pin2[G] y un estimulo en la cicatrizacion (Fig. 19a y b) aunque en este estudio solo nos
limitamos al analisis macroscépico de la cicatrizacion. Estudios previos han reportado que
los AMP pueden ser efectores de la respuesta cicatrizante, al estimular diversas vias de
sefializacion que participan en la inflamacion y diferenciacion celular, debemos de analizar
si tal efecto es observable. Previamente se ha comprobado el papel de los AMP en la
recuperacion de heridas en la piel mediante la produccion de citocinas, migracion y
proliferacion celular y en algunos casos se les atribuyen propiedades angiogénicas (Mangoni
et al., 2016). Tal es el caso de los péptidos LL-37, CaTx-1l, HB-107, entre otros, que
participan en la neurovascularizacion, estimulacion de la sintesis de colageno y la induccion
de la filtracion de leucocitos, respectivamente (Koczulla et al., 2003; Lee et al., 2004; Samy
et al., 2014). El estimulo a la cicatrizacion se puede deber al propio efecto antimicrobiano,
ya que un factor que complica la reparacion de la piel es el desarrollo de la enfermedad que
puede limitarse a ser una contaminacion, evolucionar a una infeccién o convertirse en un

fendmeno invasivo en el que se vean comprometidos tejidos profundos (Guo et al., 2010) es
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probable que en el modelo de P. aeruginosa UDP3 tratada con FA1 se haya llevado a cabo
este Ultimo. Con la inhibicidn del crecimiento bacteriano se disminuyen procesos intrinsecos
asociados a la respuesta inmune del hospedero, ya sea la activacion de la inflamacién y la
secrecion de metaloproteasas que degradan a la matriz extracelular y desfavorecen la sintesis
de factores de crecimiento (Guo et al., 2010) por lo que, al deterner la infeccion, previene el
desarrollo de complicaciones asociadas a la inflamacion cronica. Por otro lado, y existe la
posibilidad de que Pin2[G] participe como efector de la respuesta inmune y asi estimule
células fagociticas, como los macréfagos, a liberar citocinas que promuevan a la inflamacion
y a su vez la limpieza de residuos de células apoptéticas para prevenir la prolongacion del
efecto inflamatorio o también la estimulacién de queratinocitos, fibroblastos y la
angiogenesis y con esto contribuir a la regeneracion de la piel (Meszaros et al., 2000; Mosser
et al., 2008).

Finalmente, para hablar del estudio de visualizacion se debe contextualizar lo que ha sido la
principal interrogante durante el desarrollo del AMP, aquella enfocada en cémo llevan a cabo
su mecanismo de accién. Un primer paso en el entendimiento de esto es localizar la region
celular en la que actdan. Trabajo para el que las diferentes técnicas de microcopia han sido
empleadas. En este campo se ha llegado al punto de poder evaluar, por microscopia de fuerza
atomica, electronica o confocal, el efecto de diversos AMP en células aisladas (Choi et al.,
2017). Como parte de andlisis de la distribucion de Pin2[G] y FAL en bacterias se les marcé
con el fluoréforo BODIPY, el cual reacciona con la amina libre de las lisinas y que ha sido
ampliamente usado para el estudio de interaccion péptido-bacteria (Benincasa et al., 2009).
De esta union se obtuvieron dos productos de Pin2[G]+BODIPY vy tres de FA1+BODIPY.
El paso siguiente fue observar como los péptidos marcados interacttan con S. aureus ATCC
29213 y P. aeruginosa ATCC 17853. Tras el registro, tratamiento de iméagenes y posterior
obtencion del perfil de emision de fluorescencia [Figura 24] se puede sugerir sobre el
espectro de accion de FA1 y Pin2[G] a nivel de membrana, al menos, cuando se les trata con
la concentracidn correspondiente a la minima inhibitoria. Cabe mencionar la nula interaccion
entre FA1 y S. aureus ATCC 29213, lo cual explica los resultados obtenidos in vitro en los
FAZL no inhibié el crecimiento bacteriano. En cuanto a HBD3M se registrd una preferencia
por la membrana celular pero también una internalizacion al citoplasma, fendbmeno que se ha

registrado previamente. Junto a esto se establecié una segunda ROI que nos brindaria
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informacidn sobre la distribucidn que tienen estos tres péptidos en la membrana celular; por
un lado, Pin2[G] y FA1 presentan una distribucion uniforme en la membrana de S. aureus y
P. aeruginosa, mientras que en el andlisis de la HBD3M se detectaron varias regiones en las
que se concentraba la emision de fluorescencia, lo que nos puede hablar de la posible
formacion de oligdbmeros o conglomerados de B-defensina en la membrana celular [Figura
25]. Experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) y dindmica molecular de
Sudheendra (2015) sugieren un mecanismo de internalizacion en el que el C-terminal tiene
una funcion primordial ya que las cargas positivas con las que cuenta son las mas influyentes
al interactuar con el LPS bacteriano en el que la HBD3 se internaliza y adquiere una
estructura de a-helice con el N-terminal funcionando como brazo propulsor que desastibiliza
a la membrana.

Con la informacion recabada se podrian proponer mejorias a las caracteristicas
antimicrobianas de los péptidos, ya sea cambiando la dosificacion de los péptidos o haciendo
tratamientos en combinacion con antibidticos. Ademéas, se podrian sugerir estudios
adicionales enfocados a estudiar la respuesta de las bacterias a la perturbacion en la
membrana, por ejemplo, estudio de sintesis de proteinas de respuesta a estrés (Limoli et al.,
2014). O bien, analizar si bajo un efecto de gradiente de concentracion de péptido o analisis
a través del tiempo el mecanismo de accion se modifica (Rangarajan et al., 2013). Incluso
resultaria viable analizar el efecto de un AMP en diferentes momentos del crecimiento
bacteriano, ya que nuestras cepas fueron tratadas durante la fase estacionaria, esto sale a
mencion por la predileccién que tienen ciertos AMP por células en fase exponencial,
atacando el septo de la division celular, pero que tener decrecer su efectividad en células en
fase estacionaria (Chileveru et al., 2015; Kurushima et al., 2015).

Con lo mencionado se puede decir que el andlisis de las caracteristicas antimicrobianas de
los péptidos Pin2[G], FA1y HBD3M debe de ser complementado con estudios enfocados en
la interaccion bacteria-péptido. Asi como el papel que tendrian durante diferentes tipos de
infeccion, en los que la relacion entre células bacterianas y eucariotas genere una
competencia en la afinidad del péptido por alguna de ellas. De igual forma, la tendencia de
los AMP a participar en la sefializacién de la respuesta inmune abre la pregunta del papel que
Pin2[G], FA1 y principalmente HBD3M podrian tener sobre ella. La continuidad de esta

investigacion, asi como su complementacion con la informacion de una posible sinergia entre
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antibioticos y péptidos, tendrd un papel importante en el desarrollo de nuevas terapias contra
infecciones causadas por bacterias multirresistentes a antibidticos.

Hasta este punto se ha discutido del potencial terapéutico de Pin2[G], FA1 y se mantiene la
idea de hayar una via de administracion que permita un tratamiento que incluya a la HBD3M,
pero no se ha discutido sobre la meta final de este proyecto, que es considerar a estos peptidos
como productos viables en el tratamiento de pacientes con infeccidn cutaneas y subcutaneas
como podria ser el pie diabético. Y es que, la necesidad de desarrollar nuevas terapias se
enfoca en dos frentes: el hallazgo de nuevos agentes antimicrobianos, considerando que, en
su mayoria, se aislan antibioticos principalmente de microorganismos Actinomicetos que
habitan en el suelo, es por esto que se ha propuesto estudiar antimicrobianos aislados del
ambiente marino, péptidos antimicrobianos de animales, plantas o derivados de
bacteriocinas, o el desarrollo de homdlogos membranales de bacterias y hongos; por otro
lado, se estudia también la aplicacién de antimicrobianos que funcionen a nivel intracelular.
Pero, a diferencia de los antibiGticos convencionales, estas nuevas moléculas tendrian
especificidad por blancos celulares especificos del patdgeno, disminuyendo asi el dafio al
hospedero (Aminov, 2010; Lopez-Meza et al.,2011). Con esto planteado se puede notar como
Pin2[G] y FA1 cumplen como antimicrobianos desarrollados considerando los dos enfoques
mencionados, son AMP novedosos derivados de pépidos encontrados en animales, en este
caso veneno de alacranes, y presentan especificidad por blancos microbianos membranales
y posiblemente intracelulares, esto ultimo en el caso de FA1 y HBD3M. Lo que amplia el
enfoque que se pueda dar en la terapia basada en estos antimicrobianos.

Se tiene registro de AMPs con probado efecto in vitro: epidermina, cinamicina, microcina
C7-C51, MccJ25, MccB17, mersacidina, nisina (Lopez-Meza et al., 2011; Cotter et al.,
2013), los cuales podrian tener aplicaciones biomédicas. Tal es el caso de la mersacidina y
la nisina, que resultan efectivos en el tratamiento en modelos in vivo de infecciones
respiratorias causadas por S. aureus MRSA y Streptococcus pneumonia (Kruszewska 2004,
Kwaadsteniet, 2009) o el péptido B-Ny266 que contrarresta infecciones peritoneales por S.
aureus (Mota et al., 2005). Sin embargo, el éxito de estudios in vitro e in vivo, e incluso
ensayos clinicos, pierde importancia cuando el AMP no presenta ventajas respecto al
tratamiento normal, como sucedié con el pexiganano, un derivado sintético de la magainina,

que llego incluso a tener resultados exitosos en pruebas de fase Ill, contrarrestando
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infecciones topicas en pacientes con pie diabético, pero que no fue aprobado por la FDA ya
que no era mas efectivo que el tratamiento convensional para la misma enfermedad. Mismo
fallo en el que caen AMPs como el iseganano, omiganano, y XMP.629 (Gordon et al., 2005).
Como solucion a este problema se plantea establecer dosificaciones de AMP mezclados con
antibioticos contra infecciones por patdgenos MMR. Se puede mencionar lo reportado por
Arnusch et al. (2012) que caracterizo el efecto del acoplamiento de vancomicina a variantes
derivadas de la magainina 2 con modelos membranales, crecimiento bacteriano y efectos en
celulas eucariotas, encontrando un incremento en la actividad antimicrobiana contra
Enterococcus spp. resistentes a vancomicina. Al disminuir la concentracion de antibiotico y
el antimicrobiano se inhibe el crecimiento bacteriano y se previenen los efectos secundarios
que el tratamiento pueda tener en el paciente, tal es la propuesta de Chen et al. (2015) que
acoplé variantes del AMP ubiquicidina a cloranfenicol, medicamento conocido por la
toxicidad que presenta en tratamientos prolongados, este acoplamiento mejoré la actividad
contra infecciones con E. coli y S. aureus y ademas probo6 ser menos perjudicial para las
células eucariotas que la administracion de cloranfenicol solo. Por el contrario, estudios como
el de Ghaffar et al. (2015) que acopld indolicina a levofloxacina, prueban que la mezcla
antibidtica/antimicrobiano no siempre genera un efecto sinérgico y que incluso puede
disminuir su efectividad. Con esto en consideracion surge la propuesta experimental de
analizar el efecto sinérgico que podrian tener Pin2[G], FA1 y HBD3M en sistemas in vitro y
en modelos animales. Analizando los cambios que se presenten en cuando a duracion de la
infeccion y efectos en el hospedero.

Finalmente, se puede hablar de un efecto positivo en el tratamiento de infecciones
subcutaneas con el péptido Pin2[G], considerando como positivo la inhibicién del
crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa sin comprometer la integridad del modelo animal.
Por lo que esta molécula puede ser viable para su aplicacién en infecciones subcutaneas. Sin
descartar un posible tratamiento con FAL, encuentrando una dosificacion idénea, y la
administracion de HBD3M en mezclas con antibiéticos. Una Gltima mencion es la posibilidad
de que el tratamiento basado en AMP sintéticos genere, eventualmente, bacterias resistentes
a los AMP producidos por el cuerpo. Por lo que, pese a que existen pocos reportes de esto,

se debe de tener especial cuidado al establecer una terapia (Nuri et al., 2015).
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10. Conclusiones

e Los péptidos Pin2[G], FA1 y HBD3M pueden inhibir el crecimiento de P. aeruginosa y
Pin2[G] también el de S. aureus.

e Pin2[G] y FAL son péptidos bactericidas.

e Pin2[G] y FA1 no pueden ser aplicados via sistémica, en mucosas o en la oOrbita ocular
dada su capacidad irritante.

e Laaplicacién de Pin2[G] en modelos de infeccidn subcutanea contrarresta el crecimiento
bacteriano sin dafiar al epitelio. Mientras que, FA1 no actia como antimicrobiano en el
modelo in vivo.

e Pin2[G] podria promover mecanismos de cicatrizacion.

e EIl mecanismo de accion bactericida de Pin2[G] y FAL es a nivel de membrana. Sin
embargo, parecen operar de maner particular en la membrana de la bacteria en cuestion.

e El dafio a membrana de HBD3M podria deberse a la formacion de conglomerados.

e El tratamiendo de infecciones topicas basado en AMP, como Pin2[G], puede favorecerse
si se usa un excipiente adecuado; el de FA1 si se establece una dosificacion efectiva y el
de la HBD3M si se aplica en combinacion con antibioticos.

e Es de suma importancia que se continue con la caracterizacion de los péptidos a nivel
sistémico, asi como no descartar la posibilidad de que aparezcan cepas resistentes a los

mMismos.
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11. Perspectivas

e Analizar el efecto histoldgico del tratamiento con AMP

e Determinar la existencia de efectos sobre el sistema inmune por parte de los péptidos.

e Optimizar el tratamiento y la via de administracion.

e Establecer tratamientos que involucren conbinacidn con antibioticos que generen un
efecto sinérgico.

e Probar el efecto de los AMP en nuevos modelos de infeccion.
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Anexos

Al. Reaccion de conjugacion de péptidos con BODIPY

Succinimidil

ester Proteina

Proteina

/J:h}o

0] \
OH

N-Hidroxisuccinimida (NHS)

Reaccion del succinimidil éster con la amina € del residuo de lisina para formar una unién amida en
la que se libera NHS (modificado de Rezende et al., 2013).
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Espectrometria de masas de las fracciones de Pin2[G] y FA1 unidas a BODIPY recuperadas de
HPLC. a) F1- Pin2[G]+BODIPY, b) F2-Pin2[G]+ BODIPY, c) F1-FA1+ BODIPY, d) F2-FA1+
BODIPY y e) F3-FA1+ BODIPY. Pin2[G]+BODIPY=2,846.16 Da (2,572.0 Da de Pin2[G] + 389.16
Da de BODIPY). FA1+BODIPY = 3,282.76 Da (3,008.6 de FA1 + 389.16 de BODIPY)
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