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Abreviaturas 

  Abreviaturas Significado 

PAM Péptido antimicrobiano 

PDH Péptido de defensa del huésped 

MIC Concentración mínima inhibitoria 

TLR Receptor tipo Toll 

NLR Receptor tipo NOD 

SFBi Suero fetal bovino inactivado 

DMSO Dimetil sulfóxido 

MH Mueller-Hinton 

PAMP Patrones moleculares asociados a patógenos 

DAMP Patrones moleculares asociados a daño 

LPS Lipopolisacárido 

LTA Ácido lipoteicóico 

IL Interleucina 

TNF Factor de necrosis tumoral 

MCP-1 Proteína quimiotáctica de monocitos 1 

IFN Interferón 

HBD Beta-defensina humana 

LBP Proteína de unión a LPS 

ATCC American Type Culture Collection 

MDR Multidrogo resistente 

XLD Xilosa-Lisina desoxicolato 

BMDM Macrófagos derivados de médula ósea 

µg microgramo 

mL mililitro 

h hora 

mg miligramo 

kg kilogramo 

CBA Cytometric bead array 

HBE Epitelio bronquial humano 

DO Densidad óptica 

nm nanómetros 

CFX Ceftriaxona 

UFC Unidades formadoras de colonia 

FIC Concentración inhibitoria fraccional 
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1. Resumen 

La búsqueda de nuevas moléculas antimicrobianas para tratar infecciones por bacterias multidrogo 

resistentes ha llevado a explorar fuentes ricas en moléculas de interés biológico, como el veneno de 

alacranes. En este se han encontrado una gran cantidad de péptidos antimicrobianos, PAM. Estos son, 

generalmente, cadenas cortas de aminoácidos, ricos en residuos hidrofóbicos e hidrofílicos y de carga 

positiva, aunque también existen péptidos aniónicos que cuentan con características diferentes. Los PAM 

hallados en la naturaleza pueden ser modificados a nivel estructural para incrementar su efecto 

antimicrobiano y disminuir los efectos negativos que puedan tener. En nuestro laboratorio se desarrollaron 

los péptidos, derivados de veneno de alacrán, Pin2[G] y FA1. Ambos son capaces de inhibir el 

crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas in vitro e in vivo. Además de que estimulan la 

expresión de receptores inmunitarios y de citocinas inflamatorias. Es por esto que se probó su efecto 

antimicrobiano e inmunomodulador en modelos de infección gástrica por Salmonella Typhimurium. 

De esta forma, observamos que FA1 inhibe el crecimiento de S. Typhimurium y estimula la 

fagocitosis junto con el efecto bactericida de macrófagos RAW264.7. Además, promueve la expresión de 

las citocinas MCP-1 y TNF en células RAW264.7 sin estimulo infeccioso y la de IL-6, TNF, IL-12p70 e 

IL-10 cuando son infectadas con Salmonella, lo que indica una respuesta inflamatoria. Sin embargo, in 

vivo no presenta efecto antibacteriano y los perfiles de expresión de citocinas en plasma refieren a una 

respuesta antiinflamatoria por un incremento de IL-10 y diminución de MCP-1 e IFN-γ. Por otro lado, 

Pin2[G] también inhibe el crecimiento de S. Typhimurium y estimula la actividad fagocítica y bactericida 

de macrófagos RAW264.7 a concentraciones bajas. También decrece la expresión de MCP-1 y TNF en 

macrófagos no infectados, pero incrementa la de IL-12p70 cuando se les infecta con Salmonella. En el 

modelo murino de infección gástrica se observó que Pin2[G] no detiene la infección y promueve un 

ambiente inflamatorio por el incremento de IL-6, IL-12p70 y la disminución de IFN-γ. 

Se observó también que la mezcla de Pin2[G] y FA1 tiene efecto aditivo sobre el efecto 

antimicrobiano de cada uno sin incrementar su toxicidad a células eucariotas, aunque su uso combinado 

para tratar a ratones con infección gástrica resulta contraproducente. 

Con esto se puede observar que Pin2[G] y FA1 tienen características antimicrobianas e 

inmunomoduladoras a nivel in vitro, pero que no se replican in vivo, al menos no en el modelo empleado. 

Teniendo esto como antecedente, se pueden establecer modelos de uso combinado con antibióticos o 

modificaciones estructurales que mejoren su efecto antibacteriano en infecciones sistémicas o en otros 

tipos de infecciones. Es así como se resalta la importancia de la comprensión de las características 

antimicrobianas e inmunomoduladoras de los péptidos antimicrobianos.  
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2. Introducción 

Respuesta inmunitaria innata 

El cuerpo humano cuenta con barreras anatómicas que le permiten evadir la colonización 

microbiana. Dichas barreras incluyen: piel, cilios del aparato respiratorio, pH intestinal, enzimas 

en lágrimas y saliva, entre otras, Figura 1. Cada barrera anatómica cuenta con elementos 

celulares que le permiten moldear su microbiota, tales como: macrófagos, monocitos, células 

polimorfonucleares y dendríticas. También existen diversas moléculas de respuesta inmunitaria 

que actúan de manera inmediata para inhibir el crecimiento bacteriano o para participar en 

cascadas de señalización que promoverán una respuesta más robusta y la erradicación del 

patógeno, entre estas se encuentran: citocinas, quimiocinas y los péptidos de defensa de huésped 

(Turvey et al., 2010; Giamarellos et al., 2012; Hancock et al., 2016; Panda et al., 2015). 

 

Figura 1. Barreras inmunitarias de piel, intestino, pulmones y sistema circulatorio (Hancock, 2014). 

Ante un daño fisiológico o la invasión de un patógeno, el sistema inmune se encarga de 

montar mecanismos de defensa basados en la respuesta inmune innata (Takeda et al., 2005). Esta 

sirve como antesala de la respuesta inmune adaptativa, en la que hay una mayor participación de 

receptores de antígenos o la activación de la presentación de antígenos, aumentando la expresión 

en superficie del complejo principal de histocompatibilidad (Kubelkova & Macela, 2019). Para 

que la respuesta inmune innata no sea contraproducente para el hospedero, debe de existir un 

efecto de reconocimiento de agentes extraños y una discriminación de lo propio. Es por lo que 

durante la respuesta inmune innata se activan vías de señalización particulares del organismo 

infectante. Al mismo tiempo, las células inmunitarias deben de generar un ambiente que 

favorezca la reparación del tejido dañado (El-Zayat et al., 2019; Kubelkova and Macela, 2019). 
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Respuesta inflamatoria y el reconocimiento de patógenos 

La activación de la respuesta inmune innata inicia procesos inflamatorios en los que se 

reclutan leucocitos, proteínas plasmáticas y líquidos humorales hacia la zona de daño tisular o de 

infección. Esto se refleja en el aumento del flujo sanguíneo, la expresión de moléculas de 

adhesión, como quimiocinas y citocinas, en neutrófilos y monocitos, además de que se estimula 

la permeabilidad de vasos sanguíneos y vénulas (Broz et al., 2012; Abbas et al., 2015). 

La respuesta inflamatoria puede clasificarse en aguda y crónica. Un proceso inflamatorio 

agudo exitoso inicia con el reclutamiento de neutrófilos, la liberación de moléculas bactericidas e 

inflamatorias, seguido de la eliminación del patógeno y concluye con la fase de resolución y 

reparación. Si esta respuesta es incapaz de erradicar al agente infeccioso, se sustituye el 

reclutamiento de neutrófilos por el de macrófagos y se liberan moléculas quimioatrayentes de 

linfocitos T. Esto lleva a un proceso de inflamación crónica, en el cual se da la formación de 

granulomas y tejidos linfoides terciarios (Borish et al., 2008; Medzhitov, 2008). 

Los procesos inflamatorios se dan por el reconocimiento de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés) o por patrones moleculares asociados a 

daño (DAMP, por sus siglas en inglés). Los PAMP son moléculas que generalmente pertenecen a 

bacterias, parásitos o virus. En el caso de las bacterias pueden ser lipopolisacáridos (LPS), 

lipoproteínas, carbohidratos, flagelina o ácidos nucleicos. El reconocimiento de estos patrones se 

debe a su alto grado de conservación evolutiva entre diversos organismos, lo cual permite que 

sean identificados por los receptores de reconocimiento de patrones o PRR, por sus siglas en 

inglés, presentes en distintas estirpes celulares (El-Zayat et al., 2019; Rathinam et al., 2019). Los 

PRR pueden encontrarse en el exterior de la membrana celular o en el citoplasma, como parte de 

membranas endosomales, lo cual permite que el sistema inmune identifique agentes infecciosos 

en espacios extra- e intracelulares (Rathinam et al., 2019). Entre estos receptores se encuentran 

los receptores tipo Toll (TLR), los de lectina tipo-C (CLR), los tipo NOD (NLR), los tipo RIG-I 

(RLR) y los tipo AIM2 (ALR). Su activación inicia cascadas de señalización que llevan a la 

producción de moléculas inflamatorias y antiinflamatorias. Esta respuesta determinará el destino 

de las bacterias circundantes y el de las células infectadas (Borish et al., 2003; Medzhitov, 2008; 

Rathinam et al., 2019). Particularmente, la estimulación de los TLR desencadena cascadas de 

señalización enfocadas en la expresión de genes antimicrobianos dependientes de NF-κB o 

reguladores de interferón (IRF) (Kubelkova and Macela, 2019). 
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Los TLR son proteínas transmembranales tipo I con dominios extracelulares que constan 

de repeticiones ricas en leucina y tienen forma de herradura. En su región intracelular cuentan 

con un dominio de receptor Toll/interleucina 1 (TIR) que activa la señalización intracelular (Gao 

et al., 2017; El-Zayat et al., 2019). Existen más de diez tipos de TLR en humanos y trece subtipos 

en murinos que reconocen una amplia gama de PAMP. Pueden estar anclados a la membrana 

celular y formar heterodímeros, como TLR2 con TLR1 o TLR6, u homodímeros, como TLR4, 

TLR5 y TLR10; pueden ser parte de la membrana de organelos como retículo endoplasmático, 

endosomas y lisosomas, como los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 (El-Zayat et al., 2019). Están 

presentes en macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células NK, mastocitos, basófilos y 

eosinófilos, aunque también se encuentran en células no inmunitarias, como las epiteliales, las 

endoteliales y los fibroblastos (Takeda et al., 2005; El-Zayat et al., 2019). La activación de los 

TLR desencadena cascadas de señalización que promueven la erradicación de patógenos y la 

reparación del tejido dañado por la liberación de citocinas, quimiocinas y moduladores 

inmunitarios. Sin embargo, su actividad debe de estar regulada, pues pueden dañar al hospedero 

incluso más que el patógeno (Gao et al., 2017; El-Zayat et al., 2019). 

La estructura extracelular de los TLR les brinda especificidad hacia distintos PAMP, pero 

su actividad se ve beneficiada por moléculas adicionales que potencian su efecto. Por ejemplo, el 

TLR2 se acopla a TLR1 o TLR6 para reconocer mejor a los lipopéptidos de las bacterias Gram-

positivas. Por su parte, el homodímero TLR4 detecta la presencia de LPS de bacterias Gram-

negativas, pero para que esto ocurra el LPS debe de ser capturado por la proteína de unión a LPS 

(LBP) que lo une con el TLR4, el cual a su vez requiere de las proteínas accesorias MD-2 y 

CD14 para reconocer a los distintos quimiotipos de LPS. Otros componentes bacterianos como la 

flagelina son detectados por el TLR5; el RNA de doble cadena (dsRNA) es detectado a nivel 

intracelular por el TLR3; el DNA no metilado y los CpG-oligodesoxinucleótidos (CpG-DNA) 

activan a TLR9; mientras que el RNA de cadena sencilla (ssRNA) es detectado por TLR7. Los 

ligandos de TLR8 y TLR10 son materia de debate (Moresco et al., 2011). 

Las cascadas de señalización iniciadas por los TLR reclutan diferentes adaptadores en su 

dominio TIR, tales como: MyD88, asociado a TLR2, -4, -5, -7, -8 y -9; TIRAP, dependiente de 

MyD88 que participa en la respuesta por TLR2 y -4; TRIF, que es independiente de MyD88 y 

responde ante el estímulo de TLR3 y -4; TRAM, un mensajero dependiente de TRIF que regula 

la respuesta de TLR4; finalmente, SARM, que actúa como regulador negativo de TRIF y 
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participa en la señalización de TLR3 y -4 (El-Zayat et al., 2019). Las respuestas dependientes de 

MyD88 inician una respuesta inflamatoria mediada por citocinas. Mientras que la respuesta 

dependiente de TRIF está asociada a la producción de interferón tipo-1. Otras moléculas 

producidas por la activación de los TLR son quimiocinas, péptidos antimicrobianos, elementos 

propios del complejo principal de histocompatibilidad y demás moléculas coestimuladoras de la 

respuesta inmune adaptativa (Moresco et al., 2011; El-Zayat et al., 2019). 

La sobreestimulación de los TLR desencadena procesos de inflamación sistémica que 

inducen la activación de macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y linfocitos T. Esto lleva a la 

producción de citocinas inflamatorias. Las citocinas se unen a receptores presentes en la 

membrana de otras células y causan un estado inflamatorio al promover un incremento en la 

fagocitosis o en la permeabilidad del endotelio vascular. Además, se promueve la unión de 

neutrófilos a la superficie microvascular endotelial y su migración al exterior del sistema 

vascular, lo cual trae consigo la liberación de péptidos antimicrobianos, leucotrienos y especies 

reactivas de oxígeno. A nivel general, esto se ve reflejado en síntomas como fiebre, 

vasodilatación y la reducción de la fuerza contráctil del corazón (Moresco et al., 2011).Muchas 

enfermedades están asociadas a una liberación excesiva de citocinas inflamatorias; ya que pueden 

causar debilidad, fatiga, letargia y anorexia, lo cual se traduce en daños al organismo que llevan 

al choque endotóxico o sepsis (Park et al., 2009; El-Zayat et al., 2019; Rathinam et al., 2019). Es 

por esto que, si bien es importante el resolver la infección y prevenir que se desencadene un daño 

a nivel sistémico, también debe de considerarse la importancia de mantener el equilibrio de la 

respuesta inflamatoria (Angus et al., 2013). 

Péptidos antimicrobianos o de defensa de huésped 

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son proteínas pequeñas con actividad antibacteriana, 

antiviral y antifúngica (Lazzaro et al., 2020). Están altamente conservados en el sistema 

inmunitario de distintas especies animales y vegetales, lo cual favorece la amplia variedad de 

características que pueden llegar a tener. En general, son de pequeño peso molecular (≈15-150 

aminoácidos), anfipáticos, catiónicos (+2 a +9), ricos en argininas o lisinas y de variabilidad 

estructural, aunque, como ya se mencionó, cada péptido puede contar con características 

totalmente particulares según la función que tenga en el organismo del que provenga. También se 

dice que algunos tienen efecto sinérgico con antibióticos y efecto inmunomodulador. Además, su 
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gran diversidad, y capacidad de neutralizar endotoxinas o biopelículas bacterianas, los vuelven un 

blanco atractivo para el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos (Marr et al., 2006; Seo et 

al., 2012; Boto et al., 2018; Lazzaro et al., 2020). 

Se suele clasificar a los PAM según su longitud, estructura, carga o mecanismo de acción. 

Es así que se puede hablar de péptidos: 1) aniónicos, péptidos con cargas de -1 a -8 y compuestos 

por 5–70 aminoácidos, suelen ser α-helicoidales o cíclicos y actúan en conjunto con iones 

metálicos para formar puentes salinos con las membranas bacterianas; 2) catiónicos α-

helicoidales, que se componen de menos de cuarenta aminoácidos y tienen carga de +2 a +9, 

suelen estar amidados en su extremo C-terminal, su estructura cuenta con 50% de aminoácidos 

hidrofóbicos, lo cual les permite interactuar con los blancos celulares; 3) péptidos catiónicos β-

plegados, contienen de 2 a 8 residuos de cisteína que forman de 1 a 4 puentes disulfuro esenciales 

para la estabilidad y actividad de la mayoría de los péptidos pertenecientes a este grupo; 4) de 

cadena extendida, ricos en arginina, prolina, triptófano, glicina e histidina, pero carentes de 

estructura secundaria; 5) fragmentos de proteínas antimicrobianas, los cuales resultan de la lisis 

de proteínas con efecto antimicrobiano intrínseco (Zhang et al., 2021). 

La afinidad de los péptidos por las membranas bacterianas se debe principalmente a que 

estas contienen fosfolípidos hidroxilados aniónicos, como fosfatidilserina, cardiolipina y 

fosfatidilglicerol, además de lipopolisacárido en bacterias Gram-negativas, o ácidos teicoicos en 

las Gram-positivas (Yeamann et al., 1997; Zhang et al., 2021). En general, los PAM aprovechan 

sus residuos hidrofílicos e hidrofóbicos para dispersarse en medios solubles, sean acuosos o ricos 

en lípidos, hasta que su cationicidad les atrae hacia membranas bacterianas aniónicas y se 

integran en ellas, disrumpiendo así su integridad. Durante este proceso se forman estructuras tipo 

barril, poro toroidal, carpeta o agregados que causan la lisis celular (Hayouja et al., 2017). 

El entendimiento de la función de los PAM dentro de los organismos ha avanzado con el 

tiempo. En un inicio, se les reconoció como agentes que inhibían el crecimiento bacteriano a 

concentraciones más bajas que los antibióticos convencionales, además de que atacaban diversos 

blancos bacterianos y no generaban resistencia bacteriana. Eventualmente, se determinó que los 

PAM sí presentan cierta especificidad por un blanco y que no están exentos de generar 

organismos resistentes (Lazzaro et al., 2020). De igual forma, es sabido que actúan en la 

regulación de bacterias comensales y comunidades bacterianas en distintos tejidos de una amplia 

variedad de plantas, insectos, peces, mamíferos y demás organismos vivos (Lazzaro et al., 2020). 
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Recientemente, se ha hecho énfasis en la capacidad de los PAM para influir, de forma directa o 

indirecta, en la respuesta inmunitaria al favorecer la recuperación de la integridad estructural de 

tejidos, la angiogénesis, la cicatrización de heridas, la diferenciación o activación de ciertas 

estirpes celulares o la modulación de la respuesta inflamatoria. Es por esto que se les empezó a 

denominar como: Péptidos de defensa de huésped o PDH (Hancock et al., 2012; Hilchie et al., 

2013; Mookherjee, 2020; Zhang et al., 2021). 

Efecto de los péptidos de defensa sobre la respuesta inmune 

El efecto inmunomodulador de los PDH se ha estudiado en diversos modelos y se ha 

observado que, sin importar su origen natural o sintético, suelen tener efecto directo sobre la 

inflamación. Principalmente se ha estudiado su influencia en la expresión de citocinas en 

modelos in vitro, además de que se ha monitoreado su influencia en la expresión de genes 

involucrados en la inflamación mediante PCR en tiempo real y su relación con ligandos de TLR, 

tales como LPS, CpG oligonucleótidos y dsRNA (Lee et al., 2019). 

El efecto de los PDH sobre los perfiles de expresión de citocinas suele darse por una 

disminución de la expresión de citocinas inflamatorias, como: IFN-γ, TNF, IL-6, IL-1β, y la 

estimulación de la síntesis de citocinas antinflamatorias, como: IL-10 e IL-4 (Scott et al., 2007; 

Capparelli et al., 2012; Yunchao et al., 2012; Silva et al., 2016; Lee et al., 2019). De igual forma, 

se ha observado su interacción con receptores de quimiocinas (CCR6, CCR2), receptores tipo 

Toll (TLR3, TLR2, TLR1) y su participación en la fosforilación de segundos mensajeros (IRAK-

1), activación de moléculas antiinflamatorias (IL-10, IL-1RA, A20, NF- κBIA) o la de elementos 

inflamatorios (MCP-1, IL-8, TNF, NOS). También se ha reconocido su capacidad para 

interactuar con vías de señalización intracelular, como la del factor nuclear-κB (NF-κB), la cinasa 

regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2), p38, la cinasa N-terminal JUN (JNK), la 

proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK) o la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K); además de 

que pueden regular efectos apoptóticos (Davidson et al., 2004; Funderburg et al., 2007; Redfern 

et al., 2011; Su et al., 2017; Lee et al., 2019; Mookherjee et al., 2020; Zhang et al., 2021). 

Si bien no se entiende completamente cómo se lleva a cabo el efecto inmunomodulador de 

los PDH, sí se sabe que tiene que ver con las características fisicoquímicas que les confieren su 

secuencia de aminoácidos (Wang et al., 2013). Se ha observado que péptidos carentes de 

aminoácidos aromáticos no interactúan con carbohidratos membranales y por ende no resultan 
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citotóxicos, mientras que los aminoácidos catiónicos favorecen su interacción con ciertos 

receptores proteínicos (Zhang et al., 2016). Tampoco se tiene bien claro cómo ocurre la 

activación de los TLR por parte de PDH (Lee et al., 2019). Sin embargo, se ha demostrado que 

algunos PDH, como la catelicidina LL37, la HBD3 o incluso las histonas, forman complejos 

inmunes con dsDNA que incrementan la actividad del TLR9. Esta asociación se ha explicado 

como resultado de las interacciones electrostáticas entre el complejo PDH-dsDNA con las cargas 

catiónicas de la región extramembranal del TLR9. Otro tipo de relación proteína-DNA, se da con 

la proteína curli, producida por ciertas enterobacterias, la cual forma complejos con DNA. Este 

complejo es endocitado por células inmunitarias por la interacción del curli con el TLR2; el DNA 

interactúa con TLR9 e incrementa así la activación inmunitaria (Lee et al., 2019). Un efecto 

similar ocurre con la activación del TLR3 por parte de complejos PDH-dsRNA (Lee et al., 2017). 

Contrario a esto, péptidos derivados de la cecropina pueden unirse al LPS bacteriano y así 

impedir su reconocimiento por parte de la LBP, lo que impide que se active el TLR4 y por ende 

se inhibe la producción de TNF (Scott et al., 2000). Por otro lado, el péptido LL-37, forma activa 

de la catelicidina, puede tener diversos blancos membranales o intracelulares, como proteínas de 

señalización o factores de transcripción (Nijnik et al., 2009). También se han registrado péptidos 

carentes de acción antimicrobiana, pero que por su efecto inmunomodulador favorecen a la 

erradicación de infecciones bacterianas (Scott et al., 2007; Mansour et al., 2014). No todos los 

péptidos presentan actividad antimicrobiana a la par de acción inmunomoduladora; por ejemplo, 

el péptido Pa-MAP, derivado de la sangre del pez de espalda negra, Pleuronectes americanus, 

inhibe la infección murina con E. coli, pero no tiene efecto alguno en los perfiles de secreción de 

citocinas o moléculas inflamatorias (Teixeira et al., 2013). 

Con esto se puede observar cómo los péptidos de defensa del huésped no son solo 

moléculas antimicrobianas que se limitan a actuar en la respuesta inmune innata. Sino que sus 

propiedades les vuelven moléculas que influyen directamente sobre el patógeno y que favorecen 

la activación de la respuesta inmune mediante mecanismos todavía no entendidos. 
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Infección y respuesta inmune por Salmonella Typhimurium 

Las enterobacterias del género Salmonella: Salmonella enterica serovar Typhi y 

Salmonella enterica serovar Typhimurium, son microorganismos ampliamente distribuidos en la 

comunidad que causan infección intestinal en el humano y que son considerados por la OMS 

como de urgencia para el desarrollo de nuevos antimicrobianos (WHO, 2014). S. Typhimurium y 

otras especies de Salmonella no tifoidea (NTS) causan 95.1 millones de infecciones a nivel 

mundial (Stanaway et al., 2019). Las características clínicas de la infección por Salmonella 

dependen de su serovar, la especie hospedadora y el estado inmunológico de esta. Los serovares 

de NTS pueden infectar a una amplia variedad de mamíferos, aves y reptiles, mientras que los 

serovares Typhi y Paratyphi tienen un rango de huéspedes más restringido. Uno de los modelos 

más estudiados es S. Typhimurium; ya que, en murinos causa síntomas similares a la fiebre 

tifoidea que produce S. Typhi en humanos (Broz et al., 2012; Pham et al., 2015). 

La infección por S. Typhimurium inicia tras su consumo en alimentos o agua 

contaminada. Tras su ingesta alcanza el lumen del íleo intestinal y se adhiere a las células M, 

población celular que facilita la llegada de antígenos a las placas de Peyer. Si bien S. 

Typhimurium infecta al organismo a través de las células M o de las placas de Peyer, también es 

capaz de adentrarse en otros tipos de epitelios gracias a los factores de virulencia presentes en su 

Isla de patogenicidad-1 (SPI-1). En la SPI-1 se encuentran los genes encargados de la síntesis del 

sistema de secreción tipo III, el cual modifica el citoesqueleto y la membrana de las células del 

hospedero. Con esto interrumpe la continuidad de las uniones celulares, invade las células M, las 

placas de Peyer e infecta la región basal del epitelio intestinal, donde es fagocitada por los 

macrófagos. Dentro de las vacuolas de estos, activa la isla de patogenicidad-2 (SPI-2) que 

expresa un sistema de secreción tipo III que impide la acción del fagolisosoma y le permite 

sobrevivir y replicarse dentro de las células (Broz et al., 2012; Pham et al., 2015). Su 

supervivencia dentro de dichas células le permite dispersarse por el sistema linfático y torrente 

sanguíneo para infectar hígado y bazo (Wagner et al., 2011). 

S. Typhimurium provoca la inflamación de la mucosa intestinal y el reclutamiento de 

neutrófilos y monocitos inflamatorios. Ambos eventos son parte de la activación de la respuesta 

inmune innata y están asociados al reconocimiento de PAMPs por TLRs o NLR presentes en el 

epitelio intestinal, en macrófagos y en células polimorfonucleares. Esto conlleva a la liberación 

de citocinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-8, IL-10, pro-IL-β, IL-18 o IL-23, entre otras 
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(Medzhitov et al., 2001 Borish et al., 2003; Pham et al., 2015). Resulta de particular importancia 

la expresión de IFN-γ por neutrófilos y células NK, particularmente las Thy-1, pues se ha 

demostrado su importancia en la mediación de la infección por S. Typhimurium (Pham et al., 

2015). Durante la infección primaria también es importante la participación de células T CD4, T 

CD8 y dendríticas residentes de intestino, estas últimas dado que reconocen el LPS y la flagelina 

de Salmonella y con esto promueven la expresión de CCR7, CD80, CD86 y CD40. Las células 

dendríticas maduras participan en la presentación de antígenos y activan la respuesta mediada por 

células T CD4. Sin embargo, la baja frecuencia de epítopos de Salmonella presentados por los 

complejos de histocompatibilidad I y II dificulta el estudio del repertorio de células-T en nódulos 

linfáticos no mesentéricos. Por su parte, las células B participan en la presentación de antígeno y 

la liberación de citocinas inflamatorias (Pham et al., 2015). Es así como la expresión de las 

citocinas inflamatorias IFN-γ, IL-17 e IL-22 reflejan la importancia de una respuesta celular tipo 

Th1, para la erradicación bacteriana, en conjunto con una Th17, para otorgar protección al 

epitelio intestinal (Pham et al., 2015; Peres et al., 2021). 

Por su parte, las células epiteliales del colon, junto con los leucocitos ahí presentes, 

secretan PDH para contrarrestar las infecciones por enteropatógenos y favorecer la estabilidad de 

la microbiota intestinal (Blyth et al., 2020). Pese a esto, no se ha logrado aclarar el papel de estos 

péptidos durante la infección por Salmonella Typhimurium; ya que, por ejemplo, la catelicidina 

LL-37, secretada por neutrófilos y enterocitos, que tiene efecto antimicrobiano tanto in vitro 

como in vivo contra Escherichia coli y Vibrio cholerae, es incapaz de detener la infección contra 

S. Typhimurium. Se ha observado que esto se debe a que Salmonella es capaz de modificar la 

superficie de su membrana mediante la acilación del lípido A, con lo que se pierde la atracción 

electrostática entre el péptido y la bacteria (Guo et al., 1998, Blyth et al., 2020). Sin embargo, 

LL-37 logra regular la infección por Salmonella mediante la activación y estimulación de TLR4, 

lo cual conlleva a la liberación de citocinas inflamatorias, como CXCL8 e IL-1β. Además, 

previene la ruptura de las uniones celulares, con lo que decrece la colonización extraintestinal 

bacteriana y previene la pérdida de agua y nutrientes (Jung et al., 2015; Marin et al., 2019). 

Otro tipo de PDH producido por los enterocitos son las β-defensinas humanas 1-4 

(HBD1-4). De estas, HBD-1 es expresada constitutivamente, mientras que HBD-2, -3 y -4 son 

expresadas principalmente en procesos infecciosos. Se ha observado que HBD-3 tiene actividad 

bacteriostática contra S. Typhimurium. Otras de sus funciones poco estudiadas durante la 
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infección por Salmonella es actuar como quimioatrayente y estimular la maduración y activación 

de leucocitos, de TLR1/2 y promover la expresión de citocinas inflamatorias (Blyth et al., 2020). 

Por otro lado, se han desarrollado péptidos sintéticos enfocados en inhibir el crecimiento 

de S. Typhimurium o en estimular la respuesta inmune para detener su infección. Tal es el caso 

del péptido JH-3, que inhibe su crecimiento in vitro y protege a ratones con infección intestinal 

por Salmonella. Además de que reduce la apoptosis de células RAW264.7 y promueve que 

expresen IL-2, IL-6 y TNF (Wang et al., 2019). En la misma línea, los péptidos Bc5 y BSN-37, 

miembros de la familia de las catelicidinas, inhiben el crecimiento de S. Typhimurium LT2 y S. 

Typhimurium ATCC14028 (Yang et al., 2020). Mientras que un derivado de LL-37, denominado 

KR-12-a5, inhibe el crecimiento de S. Typhimurium KCTC1926 y la secreción de NO, TNF, IL-6 

y MCP-1 por células RAW estimuladas con LPS (Kim et al., 2017). Finalmente, el péptido α-

helicoidal NK2A, derivado de la lisina bovina NK, inhibe el crecimiento de cepas MDR de 

Salmonella al unirse a su LPS (Dassanayake et al., 2021). 

Si bien se puede observar cómo el uso de péptidos antimicrobianos para tratar infecciones 

por Salmonella ha tenido un auge en los últimos años, mucho queda por hacer en cuanto a la 

comprensión de su efecto sobre la respuesta inmune a nivel in vivo. 

3. Antecedentes 

Antimicrobianos provenientes de veneno de alacrán 

Los alacranes son arácnidos presentes en todos los continentes, con excepción de la 

Antártida. El estudio de su veneno como fuente de fármacos antimicrobianos o anticancerígenos 

está bien documentado en la medicina tradicional China desde hace al menos 2 000 años (Shao et 

al., 2007; Yacoub et al., 2020). Es así qué desde el descubrimiento del primer PAM, proveniente 

del alacrán Leiurus quinquestriatus, se ha reconocido al veneno de estos como una fuente rica de 

antimicrobianos formadores de poros. Estos péptidos ricos en residuos catiónicos y anfipáticos 

pueden presentarse en tres tipos de estructuras: 1) péptidos con puentes disulfuro, ubicuos entre 

los venenos de alacranes y que poseen de 3 a 4 puentes disulfuro; 2) péptidos anfipáticos de 

cadena alfa y 3) péptidos ricos en prolina o glicina (Harrison et al., 2014; Tawfik et al., 2021). 

Se ha observado que la región N-terminal es de suma importancia para que los PAM 

derivados de veneno de alacrán cumplan con su efecto antibacteriano (Hernández et al., 2011; 

Harrison et al., 2014). El estudio de su estructura y la relación entre aminoácidos polares y no-
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polares, ha llevado a la propuesta de que la región polar de los PAM interactúa con las cargas 

negativas y el núcleo hidrofóbico de la membrana bacteriana para que los péptidos se inserten en 

ella. Tras esto, forman parches polares que interactúan con las cabezas de fosfolípidos de la 

membrana interna, causan una curvatura negativa en ella que la desestabiliza y provocan la 

muerte celular (Bobone et al., 2012; Harrison et al., 2014). 

El estudio de los PAM derivados de alacrán se ha enfocado en los que carecen de puentes 

disulfuro. Estos se clasifican en PAM de cadena larga (>35 a. a.), de cadena intermedia (20-35 a. 

a.) y de cadena corta (<20 a. a.). Entre los primeros se pueden mencionar ejemplos como la 

opistoporina 1 y 2 (4.8 kDa y 44 a. a., ambos), que son α-hélices provenientes del alacrán 

Opistophtalmus carinatus. También está la hadrurina (4.4 kDa, 41 a. a.), presente en el veneno de 

Hadrurus aztecus, esta es una α-hélice activa contra E. coli y P. aeruginosa con ligera actividad 

hemolítica (Torres-Larios et al., 2000). En la misma línea está la vejovina (4.8 kDa, 47 a. a.), 

aislada de Vaejovis mexicanus, es una α-hélice con 52% de homología con la hadrurina que actúa 

contra microorganismos Gram-negativos, pero no Gram-positivos, además de que es hemolítica a 

altas concentraciones y poco estable en el veneno, pues tiende a perder los primeros ocho 

aminoácidos de su N-terminal, generando un derivado (Vm36) que carece de actividad 

antimicrobiana (Hernández et al., 2011). Finalmente, las Pandininas 1 y 2 son PAM aislados del 

veneno de Pandinus imperator. Por un lado, la Pandinina 1 (Pin1) es una doble α-hélice dividida 

por un pliegue causado por la Pro-19; mientras que, la Pandinina 2 (Pin2) es una α-hélice de los 

residuos 2 a 18. Esta diferencia no afecta su actividad contra bacterias Gram-positivas, ni Gram-

negativas, pero sí modifica su actividad hemolítica, siendo Pin2 cincuenta veces más hemolítico 

que Pin1 (Corzo et al., 2001; Nomura et al., 2005). Mediante estudios de resonancia magnética 

nuclear se determinó que Pin2 se inserta en la membrana celular y causa la pérdida de 

constituyentes intracelulares mediante la formación de poros (Nomura et al., 2005). 

Antimicrobianos desarrollados en el laboratorio 

En nuestro laboratorio se han desarrollado diversos péptidos derivados de venenos de 

animales que poseen actividad antimicrobiana, principalmente contra algunas bacterias 

multidrogo resistentes, MDR, causantes de infecciones sistémicas o dérmicas. Uno de esos 

péptidos es Pin2[G], Figura 2, un derivado de la Pandinina 2 del alacrán Pandinus imperator 

cuya estructura se modificó al sustituir su residuo de Prolina-14 por una glicina, dicha prolina 
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formaba un bucle intermitente que dividía a la alfa hélice, la sustitución de este residuo por 

glicina da firmeza a la hélice y disminuye su efecto hemolítico, además de que conserva su efecto 

antimicrobiano (Corzo et al., 2001; Rodríguez et al., 2014). Aún con esto, Pin2[G] es hemolítico 

a 3 μg/mL. En cuanto a su efecto antimicrobiano, se determinó mediante ensayos de 

concentración mínima inhibitoria (MIC) que puede inhibir el crecimiento de Staphylococcus 

aureus ATCC21293 (MIC= 7.5 μg/mL), Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (MIC= 60 

μg/mL), Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC= 48.1 μg/mL) y de las bacterias MDR 

aisladas de paciente con pie diabético, S. aureus UDP13 (MIC= 10 μg/mL) y P. aeruginosa 

UDP3 (MIC= 30 μg/mL) (Arenas et al., 2016; Ibarra, 2017). De igual forma, en un modelo de 

infección subcutánea por S. aureus UDP13 y P. aeruginosa UDP3 en conejos se observó que 

Pin2[G] inhibió el crecimiento de ambas bacterias y favoreció el proceso de cicatrización. 

Otro péptido derivado de veneno de alacranes es FA1, Figura 2, el cual es una quimera de 

la región amino de la vejovina de Vaejovis mexicanus con la región carboxilo de la hadrurina de 

Hadrurus gertschi a la que se le agregó una región rica en lisinas para incrementar su 

cationicidad y con esto su efecto antibacteriano (Sánchez et al., 2013). Es así como el efecto 

antibacteriano de FA1 es bastante notorio contra bacterias Gram-negativas, pues inhibe el 

crecimiento de las cepas de referencia: Escherichia coli ATCC25922 (MIC= 6.25 μg/mL), P. 

aeruginosa ATCC27853 (MIC= 15 μg/mL) y de la bacteria MDR: P. aeruginosa UDP3 (MIC= 

30 μg/mL). No es tóxico contra ciertas estirpes eucariotas, tales como células renales 

embrionarias HEK 293 o fibroblastos COS-7, además de que tiene un bajo índice hemolítico 

(>440 μg/mL). A diferencia de Pin2[G], FA1 no contrarresta la infección de herida por S. aureus 

UDP13 ni por P. aeruginosa UDP3 (Ibarra, 2017; Sánchez et al., 2013; Arenas et al., 2020). 

Figura 2. Características de los péptidos Pin2[G] y FA1. Se muestran diferentes propiedades de los péptidos usados en 

este estudio, en rojo se resaltan los residuos que les diferencian de sus péptidos predecesores. 

Mediante una colaboración con la Unidad de Investigación Preclínica de la Facultad de 

Química de la UNAM se establecieron modelos de infección sistémica con S. Typhimurium en 

ratones BALB/cAnNHsd, inoculados vía intragástrica y tratados vía intravenosa con Pin2[G] y 
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FA1 (0.56 mg/kg, ambos) cada 24 horas por siete días. En los ratones que recibieron Pin2[G] se 

redujo la infección, aunque sin resolverla. Mientras que, los tratados con FA1 no redujeron la 

carga bacteriana, pero tampoco mostraron efectos adversos al tratamiento. Por otro lado, el Dr. 

Bruno Rivas, de la unidad de investigación médica del Instituto Mexicano del Seguro Social, 

determinó por citometría de flujo que Pin2[G] estimula la expresión de los receptores TLR4, 

TLR2 y NOD2 en células de pulmón con adenocarcinoma humano (A549) y FA1 la producción 

de TLR2 y NOD2. 

En colaboración con el Dr. Robert Hancock, se determinó la influencia de los péptidos 

Pin2[G] y FA1 sobre la secreción de las citocinas inflamatorias IL-6, TNF y la quimiocina MCP-

1 (CCL2) en células RAW264.7, así como la IL-6 y la quimiocina IL-8 en células epiteliales 

bronquiales humanas, HBE. Se observó que Pin2[G] no modificó el perfil de IL-6 y TNF en las 

células RAW264.7, pero sí el de MCP-1. Por otro lado, en células HBE se disminuye la secreción 

de IL-6 e IL-8 cuando se les reta con Pin2[G] o FA1. Como se puede observar, el 

comportamiento de los péptidos es particular al modelo en el que se les estudie ya sea bacteriano, 

eucariota o animal. Esto puede deberse a condiciones fisiológicas difíciles de replicar, o bien, a 

las características de cada tipo celular. Lo cual pone de manifiesto el efecto que un mismo 

tratamiento puede tener sobre los elementos involucrados en el proceso infeccioso. 

Es con estas observaciones que se plantea la posibilidad de que los péptidos Pin2[G] y 

FA1 tengan, además del efecto antimicrobiano, influencia sobre la actividad de ciertas estirpes de 

líneas celulares inmunitarias. Lo cual les colocaría como péptidos de defensa e incrementaría el 

interés en comprender su influencia sobre la respuesta inflamatoria cuando son usados para 

resolver una infección bacteriana a nivel sistémico por Salmonella Typhimurium.  
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4.  Justificación 

Se ha reportado el papel de los PDH como inmunomoduladores y su importancia en la 

resolución de diferentes tipos de infecciones. Previamente, se ha demostrado que los péptidos 

Pin2[G] y FA1 tienen cierta capacidad antimicrobiana e inmunomoduladora. Por lo que 

profundizar en el conocimiento del efecto que los péptidos tienen sobre la respuesta 

inmunológica en modelos animales de infección sistémica puede llevar al desarrollo de nuevas 

alternativas que consideren el papel del hospedero durante la resolución de infecciones. 

5. Hipótesis 

Los péptidos Pin2[G] y FA1 actuarán como inmunomoduladores durante la resolución de 

infección sistémica con S. Typhimurium. 

6. Objetivo  

Evaluar y caracterizar la capacidad inmunomoduladora de los péptidos Pin2[G] y FA1 

para el tratamiento de infecciones sistémicas, considerando el modelo de infección por S. 

Typhimurium en ratones BALB/c. 

7. Objetivos particulares 

1. In vitro, analizar el efecto de los péptidos Pin2[G] y FA1 sobre la integridad y activación 

de estirpes celulares involucradas en la infección por S. Typhimurium. 

2. In vitro, estudiar el efecto del tratamiento con Pin2[G] y FA1 sobre el perfil de expresión 

de citocinas pro- y antiinflamatorias en células retadas con S. Typhimurium. 

3. Estudiar el perfil de citocinas presentes en el suero de ratones infectados con S. 

Typhimurium tratados con Pin2[G] y FA1. 
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8. Estrategia experimental 

Condiciones de crecimiento de la cepa bacteriana y línea celular 

Se usó la cepa de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 almacenada a -76°C en 30% de 

glicerol. Para trabajar con ella se le estrió en agar Xilosa-Lisina desoxicolato (XLD) y se incubó 

toda la noche a 37 °C. Se obtuvieron colonias aisladas y una de estas se inoculó en un tubo con 

3mL de caldo LB, el cual se puso en agitación a 37 °C durante 18 horas. A partir de estos cultivos 

se hicieron las infecciones en los modelos in vitro e in vivo. 

De igual forma, se usó la línea celular de macrófagos RAW 264.7(ATCC® TIB-71™), 

donada por la Doctora Mayra Silva Miranda del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

UNAM. Esta se almacenó a -70 °C en viales con 90% de suero fetal bovino inactivado (SFBi), 

5% de caldo RPMI-1640 y 5% de Dimetilsulfóxido (DMSO). También se usaron macrófagos 

derivados de médula ósea (BMDM) de ratón C57BL/6, donados por el estudiante de doctorado 

Edgardo Madrid Paulino del grupo del Dr. Gustavo Pedraza. Ambas se crecieron en caldo RPMI 

+ 10% de SFBi a 37°C y 5% de CO2. 

Modelos animales 

Para los modelos de infección gástrica se usaron ratones macho BALB/c de 4-6 semanas 

de edad y 19-22 g de peso. Se mantuvieron en cajas separadas por grupo de trabajo en 

condiciones de luz/oscuridad 12:12 h con alimento y agua ad libitum. Para su uso se siguieron las 

recomendaciones de la Guide for the care and use of laboratory animals para asegurar el correcto 

uso de los animales, así como los requerimientos establecidos en el bioterio del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM con base en la NOM-062-ZOO-1999. Este proyecto tuvo la 

autorización del comité de ética del IBt-UNAM bajo el número de proyecto 317. 

Ensayos de viabilidad celular 

Dado que los péptidos de defensa son moléculas catiónicas e hidrofóbicas, suelen tener 

cierto efecto citotóxico contra bacterias y células eucariotas. Por lo que es importante determinar 

las concentraciones a las que los péptidos no afectan la integridad celular y por ende nos permiten 

realizar los demás estudios. Para esto, se sembraron 1x105 células/pozo de macrófagos murinos 

RAW 264.7 y BMDM en una placa de 96 pozos con caldo RPMI complementado con 10% de 

SFBi y se incubaron por 24 h a 37°C con 5% de CO2. Las concentraciones que se usaron para 

retar a las células se definieron a partir de experimentos anteriores en los que se observó que se 
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requieren de 20µg/mL Pin2[G] y de 400 µg/mL de FA1 para causar toxicidad contra células 

eucariotas. Es así como, se agregó Pin2[G] en concentraciones de: 0.08, 0.16, 0.31, 0.63, 1.25, 

2.5, 5 y 10 µg/mL o bien FA1 en concentraciones de: 1.17, 2.34, 4.69, 9.38, 18.75, 37.5, 75 y 150 

µg/mL. También se contó con un grupo sin estímulo y un grupo lisado con Tritón X-100, que 

funcionaron como control positivo y negativo, respectivamente. El reto se hizo en un volumen 

final de 100 µL de RPMI+ 10% SFBi durante 24 horas a 37°C en 5% de CO2. Después de esto, 

se retiró el sobrenadante y se lavó a las células con PBS para luego añadir 100 µL de medio 

nuevo con 20 µL del reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent, el cual contiene un 

reactivo de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolio, MTS] y un acoplador de electrones [Etosultafo de fenacina, PES]. Dicho ensayo 

consiste en la reducción del MTS por células vivas en un producto de formazan soluble en medio 

de cultivo, cuya absorbancia puede medirse a 490 nm. La producción de formazan es 

directamente proporcional a la cantidad de células vivas. Las células se incubaron por una hora a 

las condiciones mencionadas y se registró la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas. 

Los experimentos se realizaron por triplicado. 

Ensayo de concentración mínima inhibitoria 

Para determinar la concentración a la cual los péptidos inhiben el crecimiento de 

Salmonella Typhimurium, se realizó la determinación de la concentración mínima inhibitoria 

mediante el ensayo de dilución seriada en una placa de 96-pozos. Para esto, se sembró por 

estriado a S. Typhimurium en una placa con agar XLD y se incubó toda la noche a 37°C. Tras 

esto, se seleccionó una colonia aislada y se inoculó en un tubo con 3 mL de caldo Luria Bertani 

(LB) hasta que alcanzó una D.O.600nm de 0.08-0.13, la cual representa una población celular de 

aproximadamente 107UFC/mL. De este medio se hizo una dilución 1:100 en caldo Mueller-

Hinton (MH) y se inocularon 50 µL en una placa de 96-pozos, la cual ya contenía 50 µL de caldo 

MH con péptido FA1 o Pin2[G] en dilución seriada de 1.17-150 µg/mL. Esta mezcla se incubó 

durante 18 h a 37°C. Tras este tiempo, se midió la absorbancia de los pozos a 630 nm y con esto 

se determinó qué concentraciones impiden el crecimiento bacteriano, siendo la mínima de estas la 

que es considerada la mínima inhibitoria. Como controles se usaron péptido en medio MH, medio 

MH sin péptido ni bacteria, medio MH con bacteria y medio MH con bacteria y 10 µg/mL del 

antibiótico ceftriaxona, el cual es usado en la práctica para el tratamiento de infecciones por 

Salmonella Typhimurium. Cada experimento se hizo por triplicado en tres ocasiones distintas. 
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Determinación de efecto bactericida 

Para averiguar si los péptidos tienen efecto bactericida o bacteriostático sobre S. 

Typhimurium se tomaron 10 µL de los pozos de los ensayos de MIC, en los que no creció 

bacteria, se sembraron en placas de agar XLD y se incubaron por 18 h a 37° C. Si en la placa de 

agar crecen bacterias en los inóculos procedentes de los pozos que tienen cuatro veces lo 

equivalente a la mínima inhibitoria, entonces se considera que el péptido tiene efecto 

bacteriostático, de no ser así se asume como bactericida. 

Estimulación de fagocitosis 

Tomando como referente el efecto que tienen FA1 y Pin2[G] sobre la estimulación de 

expresión de receptores TLR2, TLR4 y NOD2 que se menciona en los antecedentes, resulta 

posible que ciertas actividades inmunológicas se activen en presencia de los péptidos. Una de las 

más importantes es la capacidad de fagocitar bacterias. Es así como se determinó si los 

macrófagos RAW264.7 y BMDM estimulados con diferentes concentraciones de Pin[G] y FA1 

incrementan su capacidad de fagocitar Salmonella Typhimurium ATCC 14028. 

Para esto, se sembraron 1 x105 células/pozo en placas de 96 pozos con medio RPMI + 

10% de SFBi y se incubaron toda la noche a 37°C con 5% CO2. Posteriormente, se retiró el 

sobrenadante y se añadieron diferentes concentraciones de péptido FA1 (1.17-150 µg/mL) y 

Pin2[G] (0.08-10 µg/mL) y se incubaron por 20 h a las condiciones mencionadas. Se 

consideraron los resultados de viabilidad celular para asegurarnos de que todas las placas tuvieran 

el mismo número de células tras la incubación con el péptido. Tras esto, se retiró el sobrenadante 

y se congeló a -20°C para su posterior análisis por citometría de flujo. Luego, se realizó la 

infección al añadir 100 µL de RPMI+10% SFBi con 1 x 106/células de S. Typhimurium ATCC 

14028, las células infectadas se incubaron durante 30 min. Después, para erradicar a las bacterias 

no fagocitadas, se retiró el medio, se agregó nuevo caldo suplementado con gentamicina (100 

µg/mL) y se incubó durante 1 hora. Posteriormente, se retiró el medio y lavó a las células dos 

veces con PBS. Tras esto, se siguió el protocolo de Noster (2019) para recuperar bacterias 

intracelulares. Para esto se agregaron 100 µL de 0.05% Tritón X-100 para lisar a los macrófagos, 

esta suspensión se centrifugó a 6, 000 x g por ocho minutos. El sobrenadante se decantó y el 

pellet se diluyó en 1 mL de PBS estéril, de este se hicieron diluciones seriadas y se sembraron en 

agar XLD para incubarlas a 37°C por 20 h. Al día siguiente se contó el número de unidades 

formadoras de colonias (UFC) y se multiplicó por el factor de dilución correspondiente para 
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calcular el número de bacterias recuperadas de los macrófagos. Cada ensayo se hizo por 

triplicado. Como control se usaron: macrófagos sin péptido e infectados con Salmonella, como 

referencia de la fagocitosis basal sin estímulo, y macrófagos sin péptido y sin infección, para 

comprobar que el medio de cultivo no estuviera contaminado con Salmonella Typhimurium. 

Para el ensayo de efecto bactericida por macrófagos se siguió el mismo protocolo, solo 

que el tiempo de incubación de macrófagos con gentamicina fue de 18 horas. 

Modelo de infección gástrica 

El modelo de infección in vivo se hizo con ratones macho BALB/c de 19-22 g. Para 

realizar la infección, se sedó a los ratones con cloroformo y por vía oral se introdujo una sonda 

para administrar 107 UFC de Salmonella Typhimurium ATCC14028 disueltas en 200 µL de PBS. 

Los ratones infectados se separaron en grupos de trabajo (n=3) según el tratamiento que 

recibieron: PBS, Pin2[G] (2.5 mg/kg), FA1 (5 mg/kg) o ceftriaxona (70 mg/kg). Existió además 

un grupo de ratones que no fueron infectados a manera de control. Cada grupo se separó en jaulas 

distintas y se mantuvo en condiciones de luz/oscuridad 12:12h con comida y agua ad libitum. 

Previo a la infección, y durante los tres días que duró el experimento, cada 24 h se registró 

el peso de los ratones, se colectaron heces y se administró el tratamiento correspondiente disuelto 

en 200 µL de PBS. El seguimiento del peso de los ratones y el recuento bacteriano en heces nos 

permitió determinar la evolución de la infección. La administración se realizó vía intravenosa; ya 

que, previamente, en colaboración con el instituto de química de la UNAM, se determinó que 

otras vías de administración, como la intraperitoneal, y que concentraciones superiores a las aquí 

usadas pueden resultar tóxicas para los ratones. 

Al finalizar el tratamiento se obtuvo sangre por punción cardiaca, se sacrificó a los 

ratones mediante dislocación cervical y se colectó el hígado. Mediante dilución seriada se 

determinó la cantidad de bacterias presentes en hígado y se obtuvo plasma de la sangre al 

centrifugarla a 1, 000 x g durante 5 minutos. El plasma se almacenó a -20 °C para determinar los 

perfiles de expresión de citocinas. 

 

 

 

 

 



21 

 

Cuantificación de bacterias en heces 

Para evaluar la evolución de la infección y el efecto que tiene el tratamiento con péptidos 

sobre esta, se determinó el número de bacterias presentes en heces. Para ello, las heces se 

colectaron en tubos Eppendorf de 2 mL previamente pesados. Los tubos se pesaron nuevamente 

para calcular el peso de las heces. A continuación, se agregó 1 mL de PBS para diluir la materia 

fecal y se hicieron diluciones desde 1:10 hasta 1:100 000. De cada dilución se sembraron 10 µL 

en una placa con agar XLD, el cual es un medio diferencial que permite la identificación y 

aislamiento de S. Typhimurium. Las placas se incubaron durante 18 horas a 37°C. Finalmente, se 

contó el número de unidades formadoras de colonia por dilución y se determinó el número de 

UFC por gramo de heces de ratón (UFC/g) con la siguiente fórmula: 

𝑈𝐹𝐶 × 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 × 100

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑐𝑒𝑠 1000⁄
 

Este mismo procedimiento se siguió para determinar la presencia de S. Typhimurium en 

hígado. Cada experimento se repitió por triplicado para que la prueba tuviera rigor estadístico. 

Determinación de perfiles de citocinas 

El potencial inmunomodulador de los péptidos antimicrobianos se determinó mediante el 

análisis por citometría de flujo de los perfiles de expresión de las citocinas: IL-6, IL-10, MCP-1- 

IFN, IL-12p70 y TNF en el caldo de cultivo de los macrófagos usados para el ensayo de 

estimulación de fagocitosis y en el plasma de los ratones infectados con S. Typhimurium. Para 

esto, se usó el BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit. 

De inicio, se hizo una curva de calibración de las esferas con anticuerpos y el fluoróforo 

ficoeritina (PE) del kit. Con esta curva se calculan los picogramos por mililitro (pg/mL) de cada 

citocina en plasma a partir del valor de emisión de fluorescencia que se obtiene del ensayo de 

citometría, así como los valores máximos y mínimos de detección. La reacción se hizo a partir de 

una Master mix que contiene: 5 µL de cada anticuerpo por el número de reacciones a hacer, a esta 

mezcla se le añadió Solución diluyente para que el volumen por reacción sea de 50 µL. A este se 

le añadieron 50 µL de la muestra problema y 25 µL de PE. La reacción se incubó por dos horas 

en oscuridad. Posteriormente, se añadió 1 mL de Wash Buffer y se centrifugó por 5 min a 200 g. 

Finalmente, se añadieron 350 µL de Wash Buffer y se procedió a la lectura de la muestra en un 

citómetro Attune NxT. Se registraron 10,000 eventos a un flujo de 100 µL/min. 
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Los resultados se analizaron con el programa FlowJo v10.7.1. Se generó una gráfica que 

compara el tamaño (FWD) con la complejidad (SSC) de las esferas, de esta se delimitaron las 

regiones de interés que corresponden a la fluorescencia de PE unido al anticuerpo y se midió la 

intensidad de fluorescencia correspondiente a cada citocina. Estos valores se compararon con los 

de la curva estándar para calcular la concentración de cada citocina en picogramos por mililitro 

(pg/mL). Esta medición se hizo con dos muestras independientes. 

Acción combinada de los péptidos 

Para determinar si la mezcla de péptidos incrementa su efecto antibacteriano se partió de 

los resultados de la MIC contra S. Typhimurium ATCC 14028. Con lo que se mezclaron 

diferentes concentraciones de FA1 [0.58-37 µg/mL] con Pin2[G] [0.58-75 µg/mL] en un 

volumen final de 100 µL de caldo MH en placas de 96 pozos con 107 UFC de S. Typhimurium. 

Esta mezcla se incubó durante 18 horas y se midió la absorbancia a 590 nm. Las concentraciones 

en las que no hubo crecimiento bacteriano se usaron en la fórmula: 

FIC
𝐴

𝐶𝑀𝐼𝐴
+

𝐵

𝐶𝑀𝐼𝐵
 

En donde: 

A= Concentración de A; 

B= Concentración de B; 

CMIA= MIC de A 

CMIB= MIC de B. 

Según el valor de FIC se puede determinar si la combinación tiene un efecto sinérgico 

(FIC ≤ 0.5), aditivo (FIC = 1), indiferente (> 0.5- ≤ 4) o antagonista (>4). 

Efecto de la mezcla de péptidos sobre la viabilidad de macrófagos 

Para determinar el efecto que tiene la combinación de los péptidos sobre la viabilidad de 

las células RAW 264.7. Se incubó en una placa de 96-pozos a 105 células/pozo en caldo 

RPMI+10% de SFBi toda la noche a 37°C con 5% de CO2. Al día siguiente, se retiró el medio y 

se agregó nuevo caldo suplementado con mezclas de Pin2[G] [0.58-75 µg/mL] y FA1 [0.3-37 

µg/mL] en un volumen de 100 µL. Es así que cada pozo contaba con ambos péptidos en 

diferentes concentraciones. Nuevamente se incubó a las células por 18 horas a las condiciones 

previamente mencionadas. Finalmente, se determinó la viabilidad celular con el reactivo 
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CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent siguiendo los pasos ya descritos. Este ensayo se 

realizó en tres ocasiones distintas. 

Análisis estadístico 

Para los experimentos de fagocitosis, los ensayos de viabilidad y los perfiles de citocinas 

se usó el ensayo de varianza de una vía (ANOVA) en experimentos independientes hechos por 

triplicado con la prueba de Fisher en el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism, v. 6.01, 

California, USA). Los modelos de infección in vivo fueron analizados con ANOVA de dos vías y 

la prueba de comparación múltiple de Dunnet. En los resultados se muestra el promedio de 

dichos experimentos con desviación estándar. La significancia se representó como P = * < 0.05, 

** < 0.005, ***<0.0005, **** < 0.0001. 
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9. Resultados 

Actividad in vitro de FA1  

FA1 influye en la viabilidad de macrófagos y de Salmonella Typhimurium 

 Previamente, se determinó que FA1 es tóxico para células RAW264.7 cuando se les reta 

con 400 µg/mL del péptido. Por lo que el primer paso para determinar la factibilidad de su uso es 

analizar el efecto que diferentes concentraciones de este tienen sobre bacterias y células 

eucariotas. Es así como se retó a células RAW264.7 y a macrófagos derivados de médula ósea 

(BMDM) con diferentes concentraciones de FA1 [1.17-150 µg/mL] y se determinó el porcentaje 

de células vivas, Gráfica 1. Aquí se pudo observar que FA1 decrece la viabilidad de los BMDM 

a 4.69, 9.38, 37 y 150 µg/mL. Mientras que en células RAW264.7 el principal decremento de la 

viabilidad ocurrió con 75 y 150 µg/mL de FA1, reduciendo la población a por debajo de la mitad. 

Con esto se puede concluir que ciertas concentraciones de FA1 afectan de manera particular la 

viabilidad de los macrófagos. 

 

Gráfica 1. FA1 altera la viabilidad de los macrófagos murinos. Se incubaron 105 de (a) RAW264.7 o (b) 

BMDM/pozo toda la noche con diferentes concentraciones de FA1 para determinar su efecto sobre la viabilidad celular. 

Control positivo (+): células sin estímulo; Control negativo (-): células lisadas con Tritón X-100. Se muestra el 

promedio ± con desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos negros denotan diferencias 

significativas con respecto al control positivo. p = **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 

Por otro lado, se determinó mediante el ensayo de dilución seriada la concentración mínima 

inhibitoria a la que FA1 inhibe el crecimiento de S. Typhimurium. Fue así como se determinó que 

18.5 μg/mL del péptido inhiben el crecimiento bacteriano. También se determinó que el efecto 

del péptido es bactericida, Gráfica 2. Con este resultado se puede indicar que FA1 es más tóxico 
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contra bacterias que contra células eucariotas, lo cual, sumado a su bajo índice hemolítico, lo 

posiciona como un buen agente para su uso en modelos in vivo. 
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Gráfica 2. El crecimiento de Salmonella Typhimurium se inhibe por FA1. Se incubó a Salmonella Typhimurium 

(108 cel/mL) con diluciones seriadas de FA1 [1.03-150 μg/mL] y se determinó qué concentración inhibe su crecimiento. 

Péptido: Péptidos sin bacteria; MH: Caldo Mueller-Hinton sin péptido ni bacteria; CFX: Ceftriaxona [10 μg/ml]; S. 

Typhimurium: Bacteria sin péptido ni antibiótico. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes hechos 

por triplicado (n=9). p= * < 0.05, ** < 0.01, **** < 0.0001. 

FA1 incrementa la actividad de los macrófagos 

Para determinar si FA1 influye en la actividad fagocítica de los macrófagos se retó por 24 

h a 105 células RAW264.7 y BMDM con diferentes concentraciones de FA1 [1.17-150 µg/mL]. 

Luego, se les infectó con 106 de S. Typhimurium ATCC14028 (MOI= 1:10) y se les lisó para 

recuperar las bacterias fagocitadas y calcular el número de estas, Gráfica 3. Las células 

RAW26.47 fagocitaron más bacterias cuando se les incubó con 1.17, 2.34, 4.69, 37.5, 75 y 150 

µg/mL de péptido, siendo 150 y 1.17 µg/mL las concentraciones que principalmente estimularon 

dicho efecto. Mientras que las BMDM fagocitaron más bacterias cuando se les incubó con 1.17, 

2.34, 4.69 y 150 µg/mL de FA1. 



26 

 

C o n c e n tra c ió n  ( g /m L )

U
F

C
lo

g
p

o
r
 R

A
W

2
6

4
.7

1 .1 7 2 .3 4 4 .6 9 9 .3 8 1 8 .7 5 3 7 .5 7 5 1 5 0 S in

T ra ta m ie n to

1 .0 1 0 3

1 .0 1 0 4

1 .0 1 0 5

1 .0 1 0 6

* * * *

* * * *

* * * *

* * *

* * * *

*

E s tim u la c ió n  d e  fa g o c ito s is  e n  c é lu la s

R A W 2 6 4 .7  p o r F A 1

C o n c e n tra c ió n  ( g /m L )

U
F

C
lo

g
p

o
r
 B

M
D

M

1 .1 7 2 .3 4 4 .6 9 9 .3 8 1 8 .7 5 3 7 .5 7 5 1 5 0 S in

T ra ta m ie n to

1 .0 1 0 3

1 .0 1 0 4

1 .0 1 0 5

1 .0 1 0 6

E s tim u la c ió n  d e  fa g o c ito s is  e n  B M D M  p o r F A 1

* * * *

* * * *

* * * *

* * *

* * * *

*

 

  Gráfica 3. FA1 promueve la fagocitosis de S. Typhimurium por macrófagos murinos. Se retó a 105 de RAW264.7 

o BMDM/pozo en placas de 96-pozos con diferentes concentraciones de FA1 y se determinó si esto afecta su habilidad 

para fagocitar 106 UFC de S. Typhimurium/pozo. Se muestra el promedio ± con desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto al grupo Sin Tratamiento. p 

= * < 0.05, **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 

Es importante considerar que el mecanismo de patogenicidad de S. Typhimurium se basa 

en ser fagocitada por distintas células. Por lo que resulta importante el estudiar si FA1 incrementa 

la actividad bactericida de los macrófagos RAW264.7. Es así que se observó que altas 

concentraciones de FA1 (75 - 150μg/mL) erradican completamente el número de UFC 

recuperadas del interior de los macrófagos, Gráfica 4. 

 

Gráfica 4. FA1 estimula el efecto bactericida de los macrófagos. Se determinó el efecto bactericida de macrófagos 

RAW264.7 [1x105 cel/pozo] cuando se les reta con diferentes concentraciones de FA1 y se les infecta con S. 

Typhimurium (MOI 10:1). Se muestra el promedio y desviación estándar de tres replicados biológicos p * < 0.05, *** < 

0.001. 
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Con esto, parece que FA1 estimula la actividad antimicrobiana de los macrófagos a 

diferentes concentraciones. Cabe mencionar que el efecto bactericida puede ser atribuido a la 

activación de los macrófagos o a la presencia de péptido dentro de dichas células, se requiere de 

más experimentos para determinar cuál de estas vías es la correcta. 

A lo largo de estos experimentos se colectaron los sobrenadantes de las células antes y 

después de la infección para su análisis por citometría de flujo. Con lo cual se realizó la 

determinación de perfiles de expresión de citocinas. 

FA1 influye en los perfiles de expresión de citocinas de los macrófagos 

Un aspecto importante en el control de la infección por S. Typhimurium por parte de los 

PDH, es la modulación de la respuesta inflamatoria al influir en los perfiles de expresión de 

citocinas. Para determinar si FA1 puede llevar acabo esto, se usó una estrategia de análisis 

múltiple por citometría de flujo con el kit Cytometric bead array (CBA) para analizar los 

cambios en la liberación de citocinas de los macrófagos RAW264.7 tras ser incubados por 24h 

con diferentes concentraciones de FA1 [18.75-150μg/mL], Gráfica 5, y tras el reto con S. 

Typhimurium durante 30 min, Gráfica 6. Como se puede observar, tras su incubación con 37.5 

μg/ml FA1, los macrófagos presentaron un incremento en la expresión de MCP-1 y con 18.75-

150 μg/ml causó un incremento de TNF. Lo cual refiere a un estímulo de la actividad 

inflamatoria y quimiotáctica. 

Por otro lado, se observó que después de la infección hay un incremento en la expresión 

de IFN-γ, IL-16 e IL-12p70 en células retadas con FA1. Esto refiere a un incremento en la 

actividad proinflamatoria y a la activación de mecanismos para inhibir el crecimiento de 

patógenos intracelulares. Al mismo tiempo, las citocinas MCP-1 y TNF disminuyeron su 

expresión cuando se les incubó con 18.75-150μg/ml de FA1, con lo que se entiende que la 

actividad inflamatoria y quimiotáctica disminuyó. 

Con esto se puede hablar de un incremento en el perfil de expresión de citocinas 

inflamatorias en macrófagos incubados con FA1. 
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  Gráfica 5. FA1 incrementa la expresión de citocinas inflamatorias en macrófagos RAW264.7 sin infección previa. 

Se analizó el perfil de citocinas de macrófagos RAW264.7 retados con diferentes concentraciones de FA1. Esto se hizo 

con el BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit en un citómetro de flujo acústico Attune NxT. Se 

registraron 10,000 eventos con un flujo de 100 µL/min. Se muestra el promedio ± con desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto al grupo Sin péptido. p = * 

< 0.05, **<0.01, ***<0.001. 
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Gráfica 6. FA1 estimula un perfil de citocinas inflamatorias en macrófagos infectados con S. Typhimurium. Se 

analizó el perfil de citocinas de macrófagos RAW264.7 estimulados con diferentes concentraciones de FA1 e infectados 

con S. Typhimurium. Esto mediante citometría de flujo en un Attune NxT Acoustic Flow cytometer con el kit BD 

Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit. Se registraron 10,000 eventos a una velocidad de 100 µL/min. Se 

muestra el promedio ± con desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas con respecto al grupo sin péptido. p = * < 0.05, **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 

En la Tabla 1 se puede observar, a manera de resumen, los perfiles de citocinas de las 

células RAW 264.7 antes y después de ser infectadas. 
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Tabla 1. FA1 influye en los perfiles de expresión de citocinas de macrófagos. Se muestran los perfiles de citocinas 

tras el tratamiento con diferentes concentraciones de FA1 en los grupos Sin infección y Con infección. Decremento: 

flecha azul; Incremento: flecha roja; Ausencia de cambio: signo de igual. 

Actividad in vivo de FA1 

FA1 decrece la infección gastrointestinal por Salmonella Typhimurium 

La finalidad del desarrollo de nuevos antimicrobianos yace en su aplicación in vivo, para 

lo que se debe de estudiar su actividad en organismos complejos. Es por esto que se analizó el 

efecto antimicrobiano e inmunomodulador de FA1 [5 mg/kg] en un modelo murino de infección 

gástrica por S. Typhimurium. Se usó ceftriaxona [CFX=70 mg/kg] como control, dado que es el 

antibiótico de elección para tratar infecciones por S. Typhi y S. Typhimurium, además de ratones 

infectados sin tratamiento como control de la evolución natural de la infección, Gráfica 7. 

Se puede observar que el tratamiento con FA1 redujo la carga bacteriana con respecto al 

control de infección, aunque no logró resolver la infección, Gráfica 7a. De igual forma, se 

observó que los ratones que recibieron FA1 lograron recuperar el peso a partir del segundo día, 

Gráfica 7b. Cabe mencionar que el tratamiento con ceftriaxona no favoreció la recuperación o 

aumento de peso. Finalmente, FA1 no impidió que la infección avanzara y colonizara el hígado, 

Gráfica 7c, lo cual indica que la infección abandonó el intestino para volverse sistémica. Con 

esto podemos observar que, si bien el péptido funciona adecuadamente a nivel in vitro, este 

resultado no puede extrapolarse directamente a un modelo in vivo, posiblemente debido la 

incorrecta distribución del péptido. 

 



31 

 

P
e

s
o

 (
%

)

In fe c c ió n  

S in

tra ta m ie n to

F A 1 C F X S in  In fe c c ió n  

S in  tra ta m ie n to

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

1 0 0

1 1 0

P re In fe c c ió n D ía  1 D ía  2 D ía  3 D ía  4

**** ****

T ra ta m ie n to

(b )

T ra ta m ie n to

U
F

C
lo

g
/ 

g
 h

e
c

e
s

In fe c c ió n  

S in

 tra ta m ie n to

F A 1 C F X

1 0 -1

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

D ía  1 D ía  2 D ía  3 D ía  4

* * *

(a )

U
F

C
lo

g
/g

 h
íg

a
d

o

In fe c c ió n  

S in

 tra ta m ie n to

F A 1 C F X

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

1 0 9

**

(c )

T ra ta m ie n to

Gráfica 7. FA1 decrece la infección gastrointestinal por S. Typhimurium. a) Recuento bacteriano en heces; b) Evolución del 

peso de los ratones durante la infección; c) Recuento bacteriano en hígado. Se usaron grupos de Infección sin tratamiento; 

Infectados tratados con FA1 [5mg/kg]; e Infectados tratados con CFX [70mg/kg]. Se muestra el promedio ± y desviación estándar 

de tres experimentos independientes con tres individuos cada uno. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto al 

grupo sin tratamiento. p =**<0.01, ***<0.0005, **** < 0.0001. 

Cabe mencionar que durante el tiempo que duró el tratamiento, si bien los grupos de 

animales que recibieron el tratamiento con péptidos no erradicaron la infección, sí mantuvieron 

una conducta que no reflejaba una infección; esto es, no se observó pelo erizado, encorvamiento 

o alteración morfológica de heces como sí se observó en el control sin tratamiento. Con esto, se 

puede concluir que FA1 no puede inhibir el proceso infeccioso, pero sí disminuye la cantidad de 

bacterias infectantes y la pérdida de masa corporal. 

FA1 modifica el perfil de expresión de citocinas en plasma de ratones infectados con 

Salmonella Typhimurium 

Tras el tratamiento con los péptidos se determinó el perfil de expresión de las citocinas 

IFN, IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP1 y TNF en plasma, Gráfica 8. Se observó que FA1 disminuye 

la expresión de IFN-γ y MCP1, al mismo tiempo que incrementa la de IL-10, lo que se entiende 

como un efecto antiinflamatorio semejante al observado in vitro, aunque a diferente 

concentración (18.5 μg/mL in vitro y 5mg/kg ≈ 100 μg, in vivo). 

En la Tabla 2 se puede observar de forma resumida el perfil de citocinas plasmáticas 

resultante de la administración del péptido FA1 en presencia y ausencia de un proceso infeccioso. 
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Gráfica 8. FA1 promueve un perfil de expresión de citocinas plasmáticas antinflamatorio. Se analizó el perfil de 

citocinas en plasma de los ratones infectados con S. Typhimurium y tratados vía intravenosa con FA1 [5mg/kg] 

mediante citometría de flujo usando un Attune NxT Acoustic flow cytometer con el kit BD cytometric Bead Array. Se 

registraron 10, 000 eventos a una velocidad de 100 µL/min. Se muestra el promedio de dos experimentos 

independientes con desviación estándar. Los asteriscos denotan cambios significativos. p = * < 0.05, ** < 0.005, 

***<0.0005, **** < 0.0001. 

 

Tabla 2. Perfil de expresión de citocinas en modelos in vivo. Se muestra a manera de resumen los perfiles de 

citocinas presentes en plasma de ratones tratados con FA1 con relación a los grupos infectados y sin infección. 

Decremento: flecha negra; Incremento: flecha roja; Falta de cambio: signo de igual. 
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Actividad in vitro de Pin2[G] 

Pin2[G] influye en la viabilidad de macrófagos y de S. Typhimurium 

Se tenía como antecedente el efecto citotóxico de Pin2[G] contra eritrocitos, células 

RAW264.7 y HBE a concentraciones superiores a 20 µg/mL. Por lo que para establecer la 

factibilidad de su uso en modelos eucarióticos se incubó a células RAW264.7 y BMDM con 

diferentes concentraciones de Pin2[G] [0.07-10 µg/mL]. Además de que también se determinó su 

MIC contra S. Typhimurium. En lo referente a los modelos eucarióticos, se observó que las 

concentraciones analizadas de Pin2[G] no decrecen la viabilidad de las células RAW264.7, pero 

sí afecta a la de los macrófagos derivados de médula ósea, principalmente con 0.61, 2.5 y 10 

µg/mL, Gráfica 9. 
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Gráfica 9. Pin2[G] altera la viabilidad de los macrófagos murinos. Se incubaron 105 de RAW264.7 o BMDM/pozo 

toda la noche con diferentes concentraciones de Pin2[G] para determinar su efecto sobre la viabilidad celular. Control 

positivo: células sin estímulo; Control negativo: células lisadas con Tritón X-100. Se muestra el promedio ± con 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto 

al control positivo. p = **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 
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Por otro lado, de antemano se sabía del efecto antimicrobiano de Pin2[G] contra ciertas 

bacterias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, en este caso, se 

demostró que también inhibe el crecimiento de Salmonella Typhimurium a 75 µg/ml y que tiene 

efecto bactericida, Gráfica 10. 
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Gráfica 10. El crecimiento de Salmonella Typhimurium se inhibe por Pin2[G]. Se incubó a Salmonella 

Typhimurium (108cel/mL) con diluciones seriadas de Pin2[G] por 18 h. Péptido: Péptidos sin bacteria; MH: Caldo 

Mueller-Hinton sin péptido o bacteria; CFX: Ceftriaxona [10 μg/ml] con S. Typhimurium; S. Typhimurium: Bacteria 

sin péptido o antibiótico. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes hechos por triplicado (n=9). p= * 

< 0.05, ** < 0.01, **** < 0.0001. 

La actividad fagocítica y bactericida de los macrófagos es influenciada por Pin2[G] 

Durante los estudios previos de las propiedades inmunitarias de Pin2[G], se observó que 

estimula la expresión de receptores tipo Toll-2 y -4, así como de NOD-2. Esto podría verse 

reflejado en un incremento en la fagocitosis de S. Typhimurium por células RAW264.7 retadas 

con este péptido. Como se puede observar en la Gráfica 11, las células RAW264.7 y las BMDM 

incrementan su actividad fagocítica cuando son activados con concentraciones de entre 0.16-1.25 

µg/mL de Pin2[G], siendo 0.31 µg/mL la concentración de péptido que más incrementa dicho 

efecto. Es así como se puede observar que Pin2[G] activa la capacidad fagocítica de los 

macrófagos cuando están presentes concentraciones específicas del péptido. 
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  Gráfica 11. Pin2[G] promueve la fagocitosis de S. Typhimurium por macrófagos murinos. Se retó a 105 cel/pozo 

en placas de 96-pozos con diferentes concentraciones de Pin2[G] [0.07-10 µg/mL] y se determinó si esto afecta su 

habilidad para fagocitar 106 UFC de S. Typhimurium/pozo. Se muestra el promedio ± con desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto al grupo Sin Tratamiento. p 

= * < 0.05, **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 

Al igual que con FA1, es necesario saber si el incremento en la fagocitosis se refleja en un 

incremento en la actividad bactericida por parte de los macrófagos, para lo cual se siguió el 

mismo protocolo con Pin2[G]. Se puede observar en la Gráfica 12 que altas concentraciones de 

Pin2[G] [5-10 μg/ml] decrecen de forma significativa el número de UFC que pueden ser 

recuperadas del interior de los macrófagos, siendo 10 μg/mL la concentración a la que ya no se 

recuperan bacterias de los macrófagos. 

 

Gráfica 12. Efecto bactericida en macrófagos. Se determinó el número de UFC de S. Typhimurium restantes tras 

haber sido incubadas por 16 h con macrófagos RAW264.7 (1x105 cel/pozo) previamente retados durante 18 h con 

diferentes concentraciones de Pin2[G] [0.015-10 μg/mL]. Se muestra el promedio y desviación estándar de tres 

replicados biológicos p =* < 0.05, *** < 0.001. 
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Resulta interesante que las concentraciones de Pin2[G] que promueven la fagocitosis 

(0.16-1.25 µg/mL), difieren de las que incrementan el efecto bactericida (5-10 µg/mL). Pareciera 

así que el incremento de la fagocitosis no está relacionado con el incremento del efecto 

bactericida. 

Pin2[G] influye en los perfiles de expresión de citocinas de macrófagos RAW264.7 

Previamente se ha demostrado que Pin2[G] promueve la expresión de citocinas inflamatorias 

en macrófagos RAW264.7 y células HBE. Así que para determinar la influencia de Pin2[G] sobre 

la expresión de citocinas se incubaron células RAW264.7 con las concentraciones de Pin2[G] 

[1.25-10 µg/mL] que incrementaron el efecto bactericida. 

Como se puede observar, Gráfica 13, cuando se reta a las células con 1.25 y 10 μg/mL de 

Pin2[G] se estimula la producción de MCP-1, mientras que, concentraciones de 1.25 a 10 μg/mL 

estimulan la producción de TNF. Con lo que se puede hablar de una tendencia a favorecer un 

ambiente inflamatorio. Mientras que, cuando las células se retan con 1.25 μg/mL de Pin2[G] y se 

infectan con S. Typhimurium se incrementa la expresión de IL-12p70. Mientras que en estas 

mismas células disminuyó la expresión de MCP-1 y TNF, Gráfica 14. 
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  Gráfica 13. Pin2[G] incrementa la expresión de citocinas de MCP-1 y TNF en macrófagos RAW264.7. Se analizó 

el perfil de citocinas de macrófagos RAW264.7 retados con Pin2[G] [1.25 - 10 μg/mL]. Esto se hizo con el BD 

Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit en un citómetro de flujo acústico Attune NxT. Se registraron 

10,000 eventos con un flujo de 100 µL/min. Se muestra el promedio ± con desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas con respecto al grupo Sin péptido. p = *<0.05, 

**<0.01, ***<0.001. 
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Gráfica 14. Pin2[G] promueve la liberación de IL-12p70 en macrófagos infectados con S. Typhimurium. 

Mediante citometría de flujo se analizó el perfil de citocinas de macrófagos RAW264.7 estimulados con diferentes 

concentraciones de Pin2[G] e infectados con S. Typhimurium. Se usó un Attune NxT Acoustic low cytometer con el kit 

BD Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit. Se registraron 10,000 eventos a una velocidad de 100 µL/min. Se 

muestra el promedio ± con desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas con respecto al grupo sin péptido. p = * < 0.05, **<0.01, ***<0.001, **** < 0.0001. 

 En la Tabla 3 se resumen los resultados de los perfiles de expresión de citocinas en 

células infectadas y no infectadas. 
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Tabla 3. Perfil de expresión de citocinas en macrófagos de ratón. Se muestran los perfiles de citocinas tras el 

tratamiento con diferentes concentraciones de Pin2[G] en los grupos sin infección y con infección. Decremento: flecha 

azul; Incremento: flecha roja; Ausencia de cambio: signo de igual. 

Actividad in vivo de Pin2[G] 

Pin2[G] decrece la infección gastrointestinal por Salmonella Typhimurium 

Dado que Pin2[G] inhibe el crecimiento de S. Typhimurium in vitro y que estimula la 

producción de IL-12p70 en macrófagos RAW264.7 se decidió usarlo como tratamiento contra 

una infección gástrica por Salmonella Typhimurium y determinar su efecto inmunitario a nivel in 

vivo. Para esto, se administraron 2.5mg/kg de péptido vía intravenosa a ratones BALB/c 

infectados y se registró la evolución de la infección mediante recuento bacteriano en heces e 

hígado, así como su cambio de peso, Gráfica 15. Se observó un decremento en el número de 

bacterias en heces, aunque esto no llegó a ser significativo, Gráfica 15a. Además, los ratones 

tratados con Pin2[G] perdieron más peso que los que no recibieron tratamiento, Gráfica 15b. Al 

finalizar el tratamiento se recuperó una cantidad similar de UFCs del hígado de los ratones 

tratados de los que no recibieron tratamiento, Gráfica 15c. Con esto se concluye que Pin2[G] 

tampoco logra resolver la infección in vivo. 
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Gráfica 15. Pin2[G] decrece la infección gastrointestinal por S. Typhimurium. a) Recuento bacteriano en heces; b) 

Evolución del peso de los ratones durante la infección; c) Recuento bacteriano en hígado. Se muestran grupos de Infección sin 

tratamiento; Infectados tratados con Pin2[G] [2.5mg/kg] e Infectados tratados con CFX [70mg/kg]. Se muestra el promedio ± y 

desviación estándar de tres experimentos independientes con tres individuos cada uno. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas con respecto al grupo sin tratamiento. p =**<0.01, ***<0.0005, **** < 0.0001. 

Pin2[G] modifica el perfil de expresión de citocinas en plasma de ratones infectados con 

Salmonella Typhimurium 

Durante la determinación de citocinas plasmáticas en ratones infectados con Salmonella 

Typhimurium y tratados con Pin2[G], Gráfica 16 y Tabla 4, se observó que la aplicación del 

péptido estimula la producción de IL-6 e IL-12p70, lo cual refiere a un perfil inflamatorio; al 

mismo tiempo, se observa un decremento en la producción de IFN-γ. Con esto se puede concluir 

que Pin2[G] podría favorecer un ambiente inflamatorio. 
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Gráfica 16. Pin2[G] promueve un perfil de expresión de citocinas plasmáticas inflamatorio. Se analizó el perfil de 

citocinas en plasma de ratones infectados con S. Typhimurium y tratados con Pin2[G] (5mg/kg) mediante citometría de 

flujo usando un Attune NxT Acoustic flow cytometer con el kit BD cytometric Bead Array. Se registraron 10, 000 

eventos a una velocidad de 100 µL/min. Se muestra el promedio de dos experimentos independientes con desviación 

estándar. Los asteriscos denotan cambios significativos. P = * < 0.05, ** < 0.005, ***<0.0005, **** < 0.0001. 

 

Tabla 4. Perfil de expresión de citocinas en modelos in vivo. Se muestra a manera de resumen los perfiles de citocinas 

presentes en plasma de ratones tratados con Pin2[G] o FA1 con relación a los grupos infectados y sin infección. 

Decremento: flecha negra; Incremento: flecha roja; Falta de cambio: signo de igual. 

Uso en conjunto de Pin2[G] y FA1 

La mezcla de FA1 y Pin2[G] tiene efecto aditivo contra el crecimiento de S. Typhimurium 

Se determinó el efecto de la mezcla de los péptidos Pin2[G] y FA1 sobre el crecimiento de 

Salmonella Typhimurium. Para esto se tuvo como referencia el valor de la concentración mínima 

inhibitoria determinada previamente, Gráficas 2 y 8, y a partir de este valor se usaron 

concentraciones decrecientes de ambos péptidos para hacer las mezclas. Es así como se 

mezclaron 0.59-75 μg/mL de Pin2[G] con 0.58-37 μg/mL de FA1. En la Tabla 5 se muestran las 

diferentes combinaciones de péptidos y el efecto que tuvieron sobre el crecimiento bacteriano. En 

verde y con cuatro asteriscos se resaltan a aquellas combinaciones que inhibieron completamente 
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el crecimiento bacteriano, mientras que las que tienen tres y dos asteriscos solo lo decrecieron, 

siendo las que tienen un asterisco las que menos eficacia tuvieron al detener el crecimiento 

bacteriano. 

Si bien todas las mezclas afectaron el crecimiento bacteriano de forma significativa, la 

combinación que menos requiere de ambos péptidos para inhibir el crecimiento bacteriano es la 

de 37.5 μg/mL de Pin2[G]+9.25 μg/mL de FA1. Sin embargo, al calcular el índice de 

concentración inhibitoria fraccional (FIC) se determinó que la mezcla de péptidos tiene un efecto 

aditivo, con lo que se descarta un efecto sinérgico entre ellos. 

 

Tabla 5. Efecto combinado de Pin2[G] con FA1. Por dilución seriada se estudió el efecto de diferentes mezclas de 

Pin2[G] (0.59-75 μg/mL) con FA1 (0.58-37 μg/mL) contra S. Typhimurium (108cel/mL). En todos los casos, hubo un 

decremento en el crecimiento bacteriano, siendo los cuadros verdes: inhibición completa; verde claro: inhibición 

parcial; Amarillo: decremento; rojo: bajo decremento. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. p * < 

0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001. 

La mezcla de los péptidos no interfiere en la viabilidad de los macrófagos 

Dado que se observó que FA1 y Pin2[G] afectan la viabilidad de células RAW264.7. Se 

procedió a determinar si su acción conjunta afecta de igual forma a las células. Para lo cual se 

retó a dichas células con mezclas de diferentes concentraciones de Pin2[G] (0.6-75 μg/mL) con 

FA1 (0.3-37 μg/mL) y se determinó cómo afectan a su viabilidad tras 24 horas de incubación. 

Como control negativo de viabilidad se aplicaron 10 μL de Tritón 10% a las células. 

En la Tabla 6 se puede observar que ciertas concentraciones de Pin2[G]+FA1 decrecen la 

viabilidad de las células más que otras, principalmente aquellas que involucran 75 μg/mL de 

Pin2[G] y 37 μg/mL de FA1. Hay que resaltar que la mezcla que parece afectar más a la 

viabilidad de estas células es la de 37.5 μg/ml de Pin2[G]+37 μg/ml de Pin2[G]. Resulta de 
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llamar la atención que la mezcla de 1.2 μg/ml de Pin2[G] + 2.3 μg/ml de FA1 también decrece de 

manera significativa la viabilidad celular. 

Con esto, se puede decir que, a diferencia de lo que ocurre en bacterias, la combinación de 

ambos péptidos no afecta la viabilidad de los macrófagos. 

 

Tabla 6. Efecto de la combinación de los péptidos sobre la viabilidad de macrófagos RAW 264.7. Por dilución 

seriada se estudió el efecto de diferentes mezclas de Pin2[G] (0.6-75 μg/mL) con FA1 (0.3-37 μg/ml) sobre la viabilidad 

de células RAW 264.7 (105cel/mL). En cuadros verdes: inhibición completa; Cuadro amarillo: decremento; Cuadro 

rosa: bajo decremento; Cuadro rojo (n. s.): Sin cambios; Control (-): Células lisadas con Tritón 10%. Se muestra el 

promedio de 3 experimentos independientes. p * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001. 

Tomando en cuenta los resultados de la combinación de péptidos, se determinó administrar la 

combinación de 2.34 μg/mL de Pin2[G] más 18.5 μg/ml de FA1 en ratones infectados con 

Salmonella Typhimurium. Esto teniendo en cuenta la reducción del crecimiento bacteriano y que 

concentraciones más altas de la mezcla resultan tóxicas para los ratones. Considerando la 

concentración de ambos antimicrobianos y el volumen sanguíneo de un ratón, se estableció que el 

tratamiento se realizaría con 0.8 mg/kg de FA1 y 0.1 mg/kg de Pin2[G]. Sin embargo, se observó 

que la administración conjunta de los péptidos resulta ser tóxica para los ratones, además de que 

no tiene ningún beneficio sobre la resolución de la infección, por lo que no se continuó con el uso 

de la combinación de péptidos in vivo.  

75 37.5 18.8 9.4 4.7 2.3 1.2 0.6 Control (-)

37 ** **** n.s. n.s. ** ** * ** ****

18.5 ** n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. ** ****

9.3 ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ****

4.6 * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ****

2.3 ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *** n.s. ****

1.2 ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ****

0.6 ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ****

0.3 ** ** * n.s. n.s. n.s. ** ** ****

Péptidos
Pin2[G] (µg/ml)

FA1 (µg/ml)
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10. Discusión 

La capacidad de los péptidos antimicrobianos para inhibir el crecimiento bacteriano 

resulta de interés para comprender su papel en la resolución de procesos infecciosos. Ya que, 

además de inhibir el crecimiento de bacterias patógenas, se ha demostrado que moldean la 

microbiota bacteriana en mamíferos, insectos y plantas (Lazzaro et al., 2020; Zhang et al., 2021). 

Sin embargo, existen péptidos que carecen de efecto antimicrobiano, pero que logran finalizar 

con el proceso infeccioso al influir sobre la respuesta inmune mediante la regulación de la 

liberación de moléculas inflamatorias, la estimulación de la proliferación o la diferenciación de 

ciertos linajes celulares, etc. Los péptidos que cumplen con estas características son denominados 

“Péptidos de defensa del huésped” (Bacalum et al., 2015; Fusco et al., 2017; Wuerth et al., 2017; 

Alexandre et al., 2018; Marin, et al., 2019). 

Estos péptidos son importantes en organismos que carecen de sistema inmune basado en 

linfocitos, como es el caso de los alacranes, en lo que los PDH son esenciales en su defensa ante 

patógenos (Zhang et al., 2021). Tal es el caso de la BmTXKS2, proveniente de Buthus martensii, 

la opiscorpina de Opistophtalmus carinatus o la heteroscorpina-1 de Heterometrus laoticus. 

Algunos alacranes suelen contener más de un tipo de PAM en su veneno, como es el caso de las 

bactridinas (Bacts) presentes en el veneno de Tityus discrepansk, estos son particulares por su 

tamaño, de 61 a 64 a. a., y porque contienen cuatro puentes disulfuro (Harrison et al., 2014). Por 

otro lado, el Tenebrio molitor cuenta con las Tenecinas 1, 2 y 3, y su resistencia a infecciones es 

dependiente de la acción de los tres PDH en conjunto (Chae et al., 2011). En este proyecto se 

analizó el efecto antibacteriano e inmunomodulador de lo péptidos derivados del veneno de 

alacrán FA1 y Pin2[G] durante una infección gastroinstestinal por Salmonella Typhimurium. 

En los estudios in vitro se observó que FA1 decrece la viabilidad de células RAW264.7 y 

de BMDM, Gráfica 1. En células RAW264.7 esto ocurre a concentraciones altas (75 y 150 

µg/mL) similar a lo reportado en la literatura (Rodríguez et al., 2013), mientras que parece que 

los BMDM son más sensibles a este péptido, posiblemente esto se deba que la primera es una 

línea celular y la segunda se obtuvo directamente de ratones. Ya que, si bien se ha demostrado 

que las diferencias entre células RAW264.7 y los BMDM son mínimas, particularmente limitadas 

la expresión de ciertos receptores, como el CD14 más presente en RAW264.7 que en BMDM 

(Berghaus et al., 2011), también se ha observado que ciertos péptidos antimicrobianos, actúan de 
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forma distinta sobre la viabilidad de dichas estirpes celulares. Por ejemplo, la incubación de 

BMDM con concentraciones crecientes de melitinina (0.2 – 5 μg/mL) disminuye abruptamente su 

viabilidad, mientras que en células RAW264.7 esto ocurre de forma gradual (Choe & Kim, 

2017). Estas diferencias también fueron reportadas cuando se incubó a células RAW264.7 y a las 

células de epitelio bronquial 16HBEo- y CFBE41o- con el péptido SET-M33D, en donde se 

observó que el índice de citotoxicidad media más alto fue el de las células CFBE41o- (2.9 × 10−5 

M de péptido), mientras que las más sensibles fueron las células RAW264.7 (1.8 × 10−5 M de 

péptido) (Brunetti et al., 2020). De igual forma, los péptidos LL-37, Bac2A e indolicina afectan 

más la viabilidad de células HBE que la de THP-1 (Bowdish et al., 2005). Con esto podemos 

observar cómo los PAM afectarán de forma particular a cada estirpe celular. 

El efecto citotóxico se complementa con los ensayos de concentración mínima inhibitoria 

contra S. Typhimurium, Gráfica 2, en los que el FA1 inhibe el crecimiento bacteriano a 18.5 

µg/mL. Esto difiere de la MIC reportada por Arenas et al., (2019), que calculó una MIC contra S. 

Typhimurium de 35 μg/mL con FA1, lo cual es el doble de los aquí reportado. Si bien la 

variación en resultados de ensayos de concentración mínima inhibitoria es común, ya que el 

efecto antimicrobiano depende de varios factores como concentración, susceptibilidad bacteriana 

y farmacodinamia (Wen et al., 2016), aquí se observa una discrepancia que debe de ser revisada. 

También cabe mencionar que, previamente, se había observado que FA1 es activo, a 

concentraciones similares y en experimentos in vitro, contra bacterias Gram-negativas como E. 

coli (6.25 μg/mL) y P. aeruginosa (15 μg/mL) (Arenas et al., 2016). Con esto se observa que 

FA1 es cuatro veces más tóxico contra bacterias que contra células eucariotas, lo que puede 

significar que su uso es viable en modelos que involucren a ambos tipos de células. 

La relación entre la activación de elementos de la respuesta inmune y la resolución de la 

infección se estudió mediante ensayos de estimulación de la fagocitosis. Esta actividad se 

incrementó cuando se incubó a BMDM con 2.34 µg/mL de FA1, Gráfica 3, en células 

RAW264.7 esto ocurrió con 1.17 µg/mL de FA1. Dicho efecto parece decrecer cuando se usan 

37.5 µg/mL de FA1, lo cual puede referir a un umbral de actividad, esto debe de verificarse con 

experimentos sobre la actividad de vías de señalización, que se activen en presencia del péptido. 

Hay que mencionar que estas concentraciones son en las que menos influencia se observa de los 

péptidos sobre la viabilidad celular, lo cual establece una relación entre la integridad celular y la 
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activación de la fagocitosis. Sin embargo, las concentraciones más interesantes fueron las de 75-

150 µg/mL ya que estas, incrementan la fagocitosis y el efecto bactericida de los macrófagos, 

Gráfica 4. Parece entonces que hay cierta relación entre las altas concentraciones de FA1 con la 

viabilidad de los macrófagos y su capacidad de fagocitar y eliminar bacterias. 

Para continuar con estos estudios se incubó a células RAW264.7 con diferentes 

concentraciones de FA1 (18.75-150 µg/mL) y se determinó el perfil de expresión de citocinas. 

Aquí se observó que 37.5 µg/mL de FA1 incrementan la expresión de la quimiocina MCP-1 y 

que 18.75 a 150 µg/mL de este péptido incrementan la de TNF, Gráfica 5. Esto indica que se 

produce un perfil inflamatorio en los macrófagos al estimular la actividad quimiotáctica, con el 

incremento de MCP-1, y la actividad inflamatoria dependiente de NF-κB mediante el aumento de 

la expresión de TNF. Lo cual podría estar asociado a lo reportado anteriormente, sobre que FA1 

incrementa la expresión de TLR2 y NOD-2 (Información no publicada). 

Por otro lado, cuando existe un estímulo con los péptidos y un posterior reto con 

Salmonella Typhimurium, Gráfica 6, se observa un incremento de IFN-γ, IL-6, IL-12p70 con 

150, 75 y 37.5 µg/mL de FA1, respectivamente, al mismo tiempo que decrece la expresión de 

MCP-1 y TNF a todas las concentraciones probadas (18.75-150 µg/mL). Resulta interesante que 

las mismas concentraciones que estimulan la producción de IFN-γ e IL-6 incrementan también la 

actividad fagocítica (150 µg/mL y 75 µg/mL, respectivamente) y a su vez, son las 

concentraciones en las se observó efecto bactericida por los macrófagos. Además de que estas 

mismas concentraciones son las que inhiben el crecimiento bacteriano. Con lo que se podría 

hablar de que la incubación de células RAW con concentraciones superiores a 75 µg/mL produce 

un perfil inflamatorio que conlleva a la erradicación de la bacteria. Sin embargo, también hay que 

resaltar que 75 y 150 µg/mL de FA1 son las concentraciones que comprometen la viabilidad 

celular, lo cual podría explicarse por una activación de la apoptosis por la liberación de IL-6 y 

TNF. Posiblemente, usar concentraciones cercanas a 75 µg/mL sea lo más indicado para futuros 

experimentos que busquen un equilibrio entre la viabilidad celular y la erradicación bacteriana. 

Tomando en cuenta que se demostró mediante ensayos de fluorescencia que FA1 se 

interna en células bacterianas y asumiendo que dicho comportamiento se mantiene en 

macrófagos, se puede pensar que FA1 se adentra en ellos y actúa como ligando endógeno de 

TLR2, así como ocurre con otros PAM, como la HBD3, fragmentos hialuronano y proteínas de 
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choque térmico (Oliveira-Nascimiento et al., 2012). Luego, activa NF-κB en una vía dependiente 

de MyD-88, con lo que promueve la expresión de las citocinas inflamatorias: IFN-γ, IL-6, IL-

12p70 y con ello estimula la fagocitosis y el efecto bactericida, Figura 3. 

 

Figura 3. Posibles efectos de FA1 sobre macrófagos. Se muestra a manera de resumen el posible modelo que explique 

los efectos conocidos hasta el momento de FA1 sobre macrófagos. α-hélice verde: FA1; Flecha azul: decremento de 

expresión; Flecha roja: incremento de expresión. 

Considerando los resultados in vitro, que refieren a un efecto antimicrobiano y 

estimulación de la respuesta inmunitaria por parte de FA1, se procedió a desarrollar un modelo de 

infección gastrointestinal con S. Typhimurium. De inicio, FA1 administrado vía intravenosa a 5 

mg/kg no resuelve la infección de Salmonella Typhimurium en ratones infectados, ni impide que 

esta se propague a hígado, pero sí logra recuperar el peso de los ratones, Gráfica 7. Lo cual 

demuestra la clara diferencia entre los experimentos in vitro, en los que sí se inhibe el 

crecimiento bacteriano y el modelo in vivo. Algo similar a esto ocurrió cuando se probó el efecto 

de FA1 en modelos de infección tópica por P. aeruginosa en conejos, ya que in vitro FA1 sí 

inhibe el crecimiento de Pseudomonas, pero no así en el modelo in vivo (Arenas, 2020). 

En el análisis de perfil de expresión de citocinas, Gráfica 8, se observó una disminución 

de IFN-γ y MCP-1, pero un incremento de IL-10, lo cual refiere a un ambiente antiinflamatorio 

en el que se decrece el reclutamiento de macrófagos y su actividad fagocítica. Esto podría 

explicar la falta de pérdida de peso en los ratones, pese a que la infección se mantiene y avanza. 

En esto FA1 muestra cierta similitud in vitro e in vivo ya que en ambos modelos merma la 

expresión de MCP-1 e IFN-γ, por lo que se podría proponer que cumple una función 
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antiinflamatoria mediante la inhibición de la quimiotaxis. Al mismo tiempo que promueve en 

ambos modelos la expresión de IL-10, Figura 4. 

 

Figura 4. Efectos de FA1 sobre ratones. Se muestra a manera de resumen el posible modelo que explique los efectos 

conocidos hasta el momento de FA1 sobre los ratones infectados con Salmonella Typhimurium. α-hélice verde: FA1; 

Flecha azul: decremento de expresión; Flecha roja: incremento de expresión. 

En cuanto al efecto de Pin2[G] sobre la viabilidad celular, Gráfica 9, se observó que el 

péptido decrece la población de células RAW264.7 (10 μg/mL); mientras que, en células BMDM 

se observa un mayor daño. Nuevamente, esto puede deberse a la diferencia entre ambas líneas 

celulares, semejante a lo observado con FA1. Por otro lado, se observó que Pin2[G] inhibe el 

crecimiento de S. Typhimurium a 75 μg/mL, Gráfica 10. Esto resulta interesante, dado que 

Arenas et al., (2016) determinó que esta era de 150 μg/mL, 2 veces lo aquí reportado, 

nuevamente se pueden observar estas discrepancias entre experimentos. Se observa entonces que 

Pin2[G] es poco activo contra Gram-negativos, pues inhibe el crecimiento de E. coli a >50 μg/mL 

y el de P. aeruginosa a 60 μg/mL (Arenas et al., 2016). Con esto se concluye que Pin2[G] afecta 

más a células eucariotas que a bacterianas, lo cual podría referir a que su función en el veneno de 

alacrán está más enfocada en dañar a su presa que a impedir la colonización bacteriana, como ha 

sugerido Harrison et al., (2014) que ocurre con PAM derivados de veneno de alacrán. 

En cuanto al efecto de Pin2[G] sobre la fagocitosis, se observó que 0.31 µg/mL del 

péptido activan este efecto en BMDM y 1.17 µg/mL hacen lo mismo en RAW264.7, Gráfica 11. 

Como ya se mencionó, estas concentraciones son las que menos influyen sobre la integridad 
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celular, lo cual parece ser una cualidad favorable para Pin2[G]. Sin embargo, la activación del 

efecto bactericida en células RAW264.7 ocurre a 10 µg/mL, Gráfica 12. Por lo tanto, parece que 

no hay correlación entre la activación de la fagocitosis y del efecto bactericida cuando las células 

son incubadas con Pin2[G]. Resulta interesante también el hecho de que el efecto bactericida (10 

µg/mL) es notablemente inferior a la MIC de Pin2[G] contra S. Typhimurium (75 µg/mL). Lo 

cual podría referir a la activación de una vía de señalización y no a que el péptido se esté 

internalizando en las células y así inhiba el crecimiento bacteriano. 

Por otro lado, Pin2[G] (10 µg/mL) incrementa los perfiles de expresión de MCP-1 y TNF 

en células RAW 264.7 sin infección previa, Gráfica 13. Mientras que en células infectadas con S. 

Typhimurium, Gráfica 14, la citocina que más se expresa es IL-12p70, la cual es importante en 

la erradicación de bacterias intracelulares, como es el caso de Salmonella. En esta misma 

condición hay un notable decremento de MCP-1 y TNF a todas las concentraciones probadas de 

Pin2[G]. Pareciera entonces que las células RAW264.7 incubadas con 10 µg/mL de Pin2[G] 

aumentan su potencial bactericida por un incremento de MCP-1 y TNF, previo a la infección, 

aunque después de ser infectadas la expresión de estas citocinas se reduce. También hay que 

considerar que Pin2[G] promueve la expresión de TLR2, TLR4 y NOD2. Por lo que es posible 

que haya una vía que conecte la expresión de estos receptores con la estimulación de la 

fagocitosis y con el efecto bactericida, pero dicha vía no puede ser observada con los 

experimentos aquí mencionados. Valdría entonces analizar la presencia de receptores como 

CD64 y CD32, asociados a la fagocitosis, la vía NF-κB dependiente de MyD88, relacionada con 

la activación de TLR2 y TLR4, además de la producción de especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno, encargadas de inhibir el crecimiento de bacterias en citoplasma. 

Si se asume que la distribución de Pin2[G] en células eucariotas es similar a la de 

procariotas, en las que el péptido se queda a nivel de membrana (Ibarra, 2017), se puede sugerir 

que a 10 µg/mL genera poros membranales e interactúa con receptores TLR2 y TLR4, 

posiblemente con la región extracelular de estos, con lo que activa NF-κB en una vía dependiente 

de MyD-88 y promueve la producción de TNF y MCP-1, con lo cual podría generar un ambiente 

inflamatorio reflejado en macrófagos con incremento en su actividad bactericida, Figura 5. Sin 

embargo, una vez ocurrida la infección, el decremento de la secreción de MCP-1 y de TNF 

disminuiría la quimiotaxis, pero incrementaría el efecto bactericida no asociado a IFN-γ y con 
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producción de IL-12p70, la cual se ha asociado a la actividad quimiotáctica independiente de 

MCP-1 (Ha et al., 1999). Resulta de llamar la atención que una de las funciones de IL-12p70 es 

promover la producción de IFN-γ y con ello promover la fagocitosis y el efecto bactericida 

(Verma et al., 2006). Es así como parece que Pin2[G] estimula la fagocitosis en respuesta a que 

también estimula la expresión de IL-12p70, para corroborar esto se puede determinar si existe un 

incremento de receptores CD64 o CD32, mientras que para corroborar que el efecto bactericida 

es debido a la activación celular, y no a que el péptido se adentra en el macrófago, se puede 

determinar la concentración de especies reactivas de oxígeno, de nitrógeno o cambios de pH. 

 

Figura 5. Posibles efectos de Pin2[G] sobre macrófagos. Se muestra a manera de resumen el posible modelo que 

explique los efectos conocidos hasta el momento de Pin2[G] sobre macrófagos. α-hélice azul: Pin2[G]; Flecha azul: 

decremento de expresión; Flecha roja: incremento de expresión. 

A nivel in vivo en el modelo de infección gástrica por Salmonella Typhimurium y tratado 

con Pin2[G] (2.5 mg/kg) tampoco se logró resolver la infección; los ratones perdieron peso a lo 

largo del tratamiento y el conteo de bacterias en heces e hígado no disminuyó de forma 

significativa, Gráfica 15. Nuevamente observamos una diferencia entre lo reportado in vitro, 

donde sí se inhibió el crecimiento bacteriano, y los modelos in vivo. Hay que mencionar que en 

modelos de infección tópica por P. aeruginosa sí hubo coherencia entre la actividad 

antimicrobiana in vitro e in vivo con Pin2[G] (Arenas et al., 2020). 

El perfil de expresión de citocinas reveló un incremento de IL-6 e IL-12p70, además de 

un decremento de IFN-γ, Gráfica 16. Esto es de llamar la atención, ya que la función de IL-

12p70 es estimular la producción de IFN-γ, que es la citocina encargada de estimular la 
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fagocitosis y erradicación de patógenos intracelulares, la ausencia de esta puede explicar por qué 

el sistema inmune parece no actuar contra Salmonella. También es interesante que IL-6 se 

encuentre elevada, pues su efecto inflamatorio favorece la dispersión de S. Typhimurium por el 

organismo, Figura 6. Estas dos condicionantes, el ambiente inflamatorio y el decremento de la 

actividad bactericida, pueden ser la explicación de que la enfermedad progrese y se disperse por 

el organismo. En este caso, tanto in vitro como in vivo se incrementa la expresión de IL-12p70. 

Lo cual refiere a la importancia de esta citocina en la infección por Salmonella. 

  

Figura 6. Efectos de Pin2[G] sobre ratones. Se muestra a manera de resumen el posible modelo que explique los 

efectos conocidos hasta el momento de Pin2[G] sobre los ratones infectados con Salmonella Typhimurium. α-hélice 

roja: Pin2[G]; Flecha azul: decremento de expresión; Flecha roja: incremento de expresión. 

Otro aspecto para analizar es la capacidad de los péptidos para inhibir el crecimiento 

bacteriano cuando son usados en conjunto. Lo que se observó en estos experimentos fue que, si 

bien para inhibir el crecimiento de S. Typhimurium, Tabla 5, se requiere de menos concentración 

de FA1 y Pin2[G] cuando son usados en conjunto (9.25 y 37.5 μg/mL, respectivamente), no se 

puede hablar de un efecto sinérgico, sino de uno aditivo. Esto indica que cada péptido usa su 

propio mecanismo de acción para detener el crecimiento bacteriano. A diferencia de esto, la 

combinación de ambos péptidos no incrementa su toxicidad contra células RAW264.7, Tabla 6; 

sin embargo, este efecto antibacteriano y poco tóxico contra eucariotas in vitro no se refleja in 

vivo, pues en ratones con infección gastrointestinal por Salmonella Typhimurium, la infección no 

solo no decrece, sino que el ratón sufre de más daño, que cuando los péptidos son usados por 
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separado. Es así como se propone no usar combinaciones de péptidos, sino de péptidos con 

antibióticos, ya que se estima que en estas los PDH servirían como moléculas de entrada al 

interior celular más que como antimicrobianos (Harrison et al., 2014). 

La primera cualidad que se busca en los PAM o PDH es que cuenten con efecto 

antibacteriano. En este caso se buscó determinar si nuestros péptidos inhiben el crecimiento de 

Salmonella Typhimurium. Esto ya ha sido analizado en otros péptidos, como Bac5 (42 a. a. 

Carga +10), que es un péptido lineal rico en prolina, miembro de la familia de las catelicidinas 

que inhibe el crecimiento de S. Typhimurium LT2 y S. Typhimurium ATCC14028 a 50 μg/mL. 

Este péptido tiene un patrón repetido de Arg-Pro-Pro y su actividad está íntimamente relacionada 

con su región N-terminal (Yang et al., 2020). De Bac5 se derivó un péptido con N-terminal 

truncado, el cual se denominó BSN-37 (37 a. a. Carga +5), este tiene una MIC de 8.33 μg/mL 

contra S. Typhimurium CMCC50097 (Yang et al., 2020). También se ha estudiado al derivado de 

LL-37 denominado KR-12-a5 (12 a. a. Carga +6), que inhibe el crecimiento de S. Typhimurium 

KCTC1926 a una concentración de 5 µM la cual es menor que la de Pin2[G] (37.5 

µg/mL≈14.6µM) y que la de FA1 (18.75 µg/mL≈6.23µM) (Kim et al., 2017). Considerando las 

concentraciones mencionadas, se observa que Pin2[G] (24 a. a. Carga +3) y FA1 (28 a. a. Carga 

+7) inhiben el crecimiento de Salmonella Typhimurium a una concentración semejante a la de 

otros PDH, también resalta que su tamaño y carga son semejantes a las de otros péptidos. Con 

esto se puede observar la importancia de encontrar nuevos PDH y de diseñar derivados sintéticos 

de ellos. Tal como es el caso de Pin2[G], derivado de Pin2, y de FA1, derivado de la hadrurina y 

de la vejovina, teniendo en consideración su tamaño, carga y efecto antibacteriano. Sin embargo, 

también debe de considerarse que las bacterias, como todo ser vivo, responden a estímulos. Si 

bien se considera que hay una baja probabilidad de generar resistencia hacia PAM, hay que 

recordar que S. Typhimurium activa los genes pmrH y pagP ante la presencia de concentraciones 

subletales de antimicrobianos para modificar la integridad de su membrana externa y así ser 

menos susceptible al efecto de dichos péptidos (Richards et al., 2012; Goto et al., 2017). 

Cuando se piensa en el efecto sobre elementos de la respuesta inmune de los PDH, resulta 

interesante que algunos péptidos parecen no ejercer un efecto dosis-dependiente. Por ejemplo, el 

péptido CSP32 estimula la capacidad de células RAW264.7 de fagocitar esferas marcadas con 

IgG-FITC cuando se incuba a las células con 17.6 y 88 µM de péptido (Ji et al., 2020). De igual 
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forma, se ha observado que cuando se incuban células THP-1 con diferentes concentraciones de 

LL-37 se estimula la fagocitosis de E. coli y de S. aureus con 10 y 1 µg/mL de péptido, 

respectivamente. Se puede observar que estos péptidos estimulan la fagocitosis a concentraciones 

puntuales. Así como ocurre con FA1 (1.17 y 150 µg/mL≈0.38 y 49.8 µM) y Pin2[G] (0.31 

µg/mL≈0.12µM), con lo que se puede decir que existe una concentración muy específica a la que 

los péptidos muestran efectos particulares. 

Si consideramos además la inhibición del crecimiento bacteriano una vez que las bacterias 

han sido fagocitadas podemos referir al péptido BSN-37, el cual disminuye la replicación de S. 

Typhimurium dentro de células de riñón canino Madin-Darby cuando se les incuba con 400 

µg/mL de péptido. Este efecto no ha sido solo observado en PDH, sino que también en 

compuestos como la metergolina, que inhibe el crecimiento bacteriano en macrófagos RAW264.7 

a ~8 μg/mL, pero en medio Mueller-Hinton lo hace a >256 μg/mL (Ellis et al., 2019). Esto último 

es importante, pues demuestra que incluso cuando se trata de modelos in vitro existen 

discrepancias según lo que sea que se está analizando. Ciertos antibióticos como la eritromicina, 

la piperacilina, la rifampicina y la novomiocina, tienen efectos dependientes de la concentración a 

la que actúen, ya que pueden inhibir el crecimiento de S. Typhimurium intracelular al 

permeabilizar la membrana externa de los macrófagos (Ellis et al., 2019). Por otro lado, al igual 

que con Pin2[G] y su estimulación de un efecto inflamatorio y poco bactericida, existen péptidos 

que parecen promover el estado infeccioso. Tal es el caso de la defensina humana 5 (HD5), que 

promueve la adhesión e internalización de Shigella flexieri Sf301 en macrófagos derivados de 

monocitos humanos, linfoblastos humanos (U937), células THP-1 y RAW264.7 cuando se incuba 

a estas células con 4 µM del péptido. Sin embargo, en el espacio intracelular Shigella procede a 

multiplicarse y produce muerte celular por necrosis (Xu et al., 2019). 

Este efecto sobre la fagocitosis se ha atribuido a que ciertos péptidos estimulan la 

presentación de antígenos al interactuar directamente con los receptores inmunitarios o al formar 

complejos con PAMPs como el LPS o el DNA, lo cual desencadena el efecto sinérgico en la 

activación de TLRs o NLRs (Wan et al., 2014; Prasad et al., 2019; Tuxpan et al., 2022). De 

momento se desconoce si Pin2[G] o FA1 se unen a DNA o LPS, si bien sus características 

fisicoquímicas podrían aseverar que sí, es necesario determinar el grado de unión al cuál lo 

harían, si esta es reversible, si influye en la acción o producción de proteínas bacterianas y si esto 
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influye en su actividad inmunitaria. Lo que sí se sabe es que Pin2[G] promueve la expresión de 

TLR4, TLR2 y NLR-2 y que FA1 estimula la de TLR2 y NLR-2, los cuales son de suma 

importancia en el control de la infección por Salmonella (Das et al., 2015). 

El principal acercamiento que se ha hecho hacia la actividad inmunomoduladora de los 

PDH yace en el estudio de su influencia en los perfiles de expresión de citocinas inflamatorias y 

antiinflamatorias. Por ejemplo, la granulisina inhibe la producción de IL-12 y de las quimiocinas 

MCP-1, IP-10 y MDC por monocitos durante la infección por Propionibacterium acnes (Lee et 

al., 2019). La nisina estimula la producción de IL‐1β e IL-6 en células mononucleares de sangre 

periférica (PMBC) (Małaczewska et al., 2018). Los péptidos de neutrófilos humanos 1-3 (HNP1-

3) promueven la liberación de TNF-α e IFN-γ por macrófagos e incrementan la expresión de 

CD32 y CD64, lo que potencia la actividad fagocítica de dichas células hacia S. aureus 

(Soehnlein et al., 2008). En la misma línea, las HBD2-4 estimulan la expresión de IL-6, IL-10, 

IP10, MCP-1, MIP-3α y RANTES/CCL5. Un efecto similar se observa en la reducción de la 

expresión de IL-6, IL-8, TNF, IL-1α e IL-1β en células epiteliales infectadas con S. 

Typhimurium, pero tratadas con HBD2 o HBD3 (Fusco et al., 2017). Por otro lado, la 

catelicidina LL37 estimula a mastocitos para producir IL-1β, IL-6, TNF y quimiocinas como 

CCL2 y CCL3. LL37 también incrementa la expresión de MCP-1, IL-8, pero no de TNF lo cual 

lleva al reclutamiento de células inmunitarias al sitio de la infección (Lee et al., 2019). 

El mecanismo por el que los PDH actúan sobre los perfiles de expresión de citocinas se ha 

estudiado recientemente. Se ha visto que las HBD estimulan la quimiotaxis al interactuar con 

receptores de quimiocinas, como el CCR6 (Lee et al., 2019). También se ha observado que la β-

defensina porcina 2, de efecto bactericida, interfiere con la vía TLR4/NF-κB e inhibe la 

liberación de las citocinas proinflamatorias: IL-6, TNF, IL-1β e IL-12 (Zhang et al., 2021). Por su 

parte, LL37 incrementa la presencia membranal de TLR2, TLR4 y TLR9, junto con la de TLR3, 

TLR5 y TLR7 en citoplasma, con lo que incrementa la capacidad de los mastocitos de detectar 

patógenos. LL37 también estimula la quimiotaxis al interactuar con el receptor tipo formil 

péptido 1 (FPRL1) (Lee et al., 2019). En células mononucleares de sangre periférica (PMBC) se 

ha observado que LL-37 modula la transcripción de TNF e IFN-γ (Alexandre et al., 2018). 

Además de que promueve la síntesis de receptores TLR4 y de IL-1β en enterocitos infectados con 

S. Typhimurium (Marin et al., 2019). Otro ejemplo es el del péptido KLK, que activa neutrófilos 
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y monocitos, al mismo tiempo que inhibe la liberación de IL-1β y TNF por parte de macrófagos 

en presencia de LPS. Dicho efecto corresponde a la interacción del péptido con intermediarios de 

la vía de NF-κB, sin alterar la viabilidad celular (Jantaruk et al., 2017). Otros péptidos sí alteran 

la viabilidad y el tipo de muerte celular a la par que modulan la liberación de citocinas, por 

ejemplo, los péptidos KT2 y RT2 favorecen la apoptosis tardía de células RAW 264.7, al mismo 

tiempo que suprimen la producción de IL-1β, TNF-α y IL-6, posiblemente porque inhiben la 

transcripción y traducción de JNK-1 (Payoungkiattikun et al., 2020). Por otro lado, LL-37 y la 

catelicidina-WA mantienen la integridad epitelial de células de colon (T84) infectadas con S. 

Typhimurium al promover la reorganización de la zónula ocludens (ZO-1). Además de que 

previenen la invasión bacteriana en dichas células y estimulan la expresión de TLR4 y citocinas 

inflamatorias, como la IL-1β ante el reto bacteriano (Marin et al., 2019). Toda esta información 

sirve para entender el efecto particular de los PDH sobre diferentes estirpes celulares, aunque el 

efecto que tienen sobre organismos complejos solo puede ser estudiado en modelos in vivo. 

Durante la infección por S. Typhimurium cada citocina lleva a cabo diferentes roles. Por 

ejemplo, se ha observado que TNF puede incrementar la capacidad de Salmonella para colonizar 

células epiteliales, además de que también provoca un incremento en la respuesta inflamatoria. Se 

teoriza que S. Typhimurium cuenta con mecanismos de señalización que le permiten cambiar sus 

proteínas efectoras tras censar la concentración ambiental de TNF (Ma et al., 2010). Por su parte, 

MCP-1 favorece la supervivencia y protección de ratones infectados con S. Typhimurium y 

promueve su eliminación por parte de los macrófagos (Depaolo et al., 2005). En cuanto a la IL-6, 

es importante mencionar que esta es una de las principales citocinas asociadas al proceso 

inflamatorio y que tiene un papel importante en la resolución de infecciones. Se ha observado 

que, en ratones BALB/c infectados vía intraperitoneal con S. Typhimurium, favorece la 

dispersión bacteriana, pero que a bajas concentraciones disminuye la colonización intestinal 

(Febriza et al., 2020). Por otro lado, IFN-γ tiene propiedades antibacterianas contra patógenos 

intracelulares, ya que estimula a la fagocitosis y a la liberación de especies reactivas de oxígeno, 

además de que dirige a las células hacia la muerte celular programada, lo cual evita los procesos 

inflamatorios asociados a la necrosis (Ingram et al., 2018). En cuanto a IL-12p70, se ha 

observado que suprime la generación de centros germinales encargados de la maduración de 

anticuerpos y la generación de células B de memoria, así como de células plasmáticas de vida 

larga, lo cual complica la erradicación de Salmonella (Elsner et al., 2019). Un incremento en la 
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expresión de IL-10 suele favorecer el desarrollo de una infección sistémica, ya que promueve un 

ambiente antiinflamatorio que lleva a una respuesta inmune tolerogénica que impide la resolución 

de la infección y crea las condiciones necesarias para su diseminación sistémica (Salazar et al., 

2017). El efecto de IL12-p70 varía según el modelo y el tratamiento en que se aplique, ciertos 

reportes han hablado de su importancia en la erradicación de S. Typhi y S. Typhimurium, pero no 

ha sido estudiada en profundidad (Salermo et al., 2009; Salazar et al., 2017). 

Por su parte, la respuesta inmune a Salmonella es un tema que sigue en debate. Como se 

ha mencionado, la primera defensa celular está dada por las células M y las placas de Peyer, 

seguidas por los macrófagos, los neutrófilos y las células dendríticas (Pham et al., 2015). Se sabe 

que la respuesta inmune requerida para limitar la infección es la Th1, mientras que una respuesta 

Th17 sirve para regular y reparar al tejido infectado. Si embargo, la respuesta inmune a largo 

plazo, en la que participan los Linfocitos T CD4 y CD8, sigue sin ser bien comprendida. Se ha 

dado prioridad al entendimiento de la participación de los Linfocitos T CD4, ya que son 

particularmente importantes en la defensa ante reinfecciones por Salmonella. De estos, se ha 

observado que los linfocitos residentes de nódulos linfáticos mesentéricos son los que más 

participan en la respuesta inmune a largo plazo, principalmente los T CD4+ productores de IFN-γ 

asociados a hígado (Benoun et al., 2018; Peres et al., 2021). En ciertos modelos inflamatorios por 

Salmonella inactivada, se ha observado que la producción de LL-37 por los neutrófilos estimula 

la diferenciación de linfocitos T CD4+ productores de IL-17A y de Th17 dependientes de TGF-

β1. Lo cual podría estimular la respuesta inmune a largo plazo (Minns et al., 2021). 

La activación de los linfocitos T CD4+ por las placas de Peyer y los nodos linfáticos 

mesentéricos, además del desarrollo de respuestas tipo Th1 y Th17, son esenciales para la 

resolución de la infección. Esto se sabe pues ratones deficientes de IFN-γ e IFN-γR son incapaces 

de resolver la infección. Mientras que, la producción de las citocinas IL-17 e IL-22 en mucosa 

intestinal protege la barrera intestinal. Es así que la respuesta tipo Th1 es indispensable para la 

resolución de la infección y la tipo Th17 lo es para prevenir la diseminación intestinal de 

Salmonella Typhimurium (Griffin et al., 2011; Pham et al., 2015; Benoun et al., 2018). 

En lo que concierne al uso in vivo de los péptidos, hay que resaltar que muy pocos han 

sido autorizados para su aplicación clínica dada su actividad hemolítica, citotoxicidad, 

degradación por proteasas, baja hidrosolubilidad, y problemas de biodistribución en suero (Boto 
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et al., 2018; Tawfik et al., 2021). Sumado a esto, la introducción al mercado de estos compuestos 

se ve limitada por su relación costo-beneficio, la cual no es más efectiva que la de ciertos 

antibióticos, por lo que se les suele emplear como tratamientos de última elección y de aplicación 

específica (Boto et al., 2018). Por esto se ha optado por buscar péptidos que ayuden a resolver 

procesos infecciosos estimulando la respuesta inmune aun si tienen un reducido efecto 

antimicrobiano (Mookherjee et al., 2020). 

Diversos grupos tratan de asociar los resultados de los estudios in vitro y los in vivo, para 

así entender la relación entre el efecto antimicrobiano e inmunomodulador de los PDH. Por 

ejemplo, el péptido sintético Pep19-2.5 inhibe, in vitro, el crecimiento de S. Typhimurium, sin 

embargo, su efecto antimicrobiano desaparece cuando se le administra vía oral a ratones con 

infección gástrica por dicha bacteria. También se observó que reguló la respuesta inmunitaria al 

reducir los niveles de transcripción de TNF y CCL2, así como la microbiota intestinal al 

disminuir el nivel de Lactobacilos y Clostridios. Por otro lado, se ha observado que cuando 

Pep19-25 se administra en conjunto con ibuprofeno, protege a ratones con sepsis por 

endotoxemia. Esta protección se correlaciona con una reducción de TNF y prostaglandina E en 

plasma, lo cual es consecuencia de la inhibición de las vías de TLR4 y COX (Dupont et al., 2015; 

Heinbockel et al., 2015; Heinbockel et al., 2018). De igual forma, la cecropina AD protege a 

cerdos destetados de infección intestinal por Escherichia coli al mejorar su respuesta inmune. 

Este péptido resulta interesante, pues mantiene dicho efecto a diferentes condiciones in vitro y en 

presencia de diversos niveles de pH, temperatura, tiempo e incluso cuando es tratado con pepsina 

y tripsina. Estos estudios de estabilidad también han sido estudiados en FA1 y Pin2[G], al menos 

determinando su grado de estabilidad en plasma y en medio de cultivo, dado esto se ha 

determinado que ambos péptidos son estables durante 24 horas en medios in vitro (Arenas et al., 

2016). Volviendo con la cecropina AD, se ha observado que a nivel intestinal estimula el 

crecimiento de Lactobacilos, con lo que favorece la producción de inmunoglobulina A, lo cual 

explicaría el efecto inmunitario hacia enterobacterias (Wu et al., 2012). De igual forma, el 

péptido ToAP2, proveniente del alacrán Tityus obscurus, promueve la quimiotaxis de macrófagos 

peritoneales en ratones C57BL/6 infectados con Mycobacterium massiliense (Marques-Neto et 

al., 2018). Por otro lado, Shang (2019) caracterizó la inhibición de las citocinas TNF e IL-6 en 

murinos infectados con Staphylococcus epidermidis multirresistente (MRSE-1208) tras ser 

tratados con el péptido I1WL5W y penicilina. Este tipo de combinaciones resultan interesantes 
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cuando se considera que ciertos antibióticos convencionales promueven la expresión de citocinas 

pro y antiinflamatorias (Frieling et al., 1997; Calbo et al., 2008; Olachi et al., 2016). 

Como se puede observar, hay múltiples factores que no son considerados en los ensayos 

in vitro, tales como diferencias de pH, concentraciones de sales, estrés nutricional, osmótico o el 

sinergismo de péptidos antimicrobianos con otros componentes del sistema inmune, lo cual 

resalta la importancia de no tomar a los experimentos in vitro como una base fiel que se reflejará 

in vivo (Lazzaro et al., 2020). También se observó que para resolver la infección y prevenir que 

la sepsis desencadene daño a nivel de órganos, debe de existir una constante comunicación entre 

moléculas pro- y antiinflamatorias. Si bien el estudio de la sepsis se enfoca principalmente en las 

características del patógeno, las características inmunitarias del huésped también cumplen un 

papel importante en la patogénesis de la sepsis, pues el incremento de la respuesta inflamatoria 

puede desencadenar daño a nivel de órganos, mientras que un exceso de moléculas 

antiinflamatorias puede generar susceptibilidad a otras infecciones (Angus et al., 2013). 

Con esto se ha podido observar la complejidad de relaciones que establecen los péptidos 

antimicrobianos o de defensa cuando son usados en diferentes contextos y modelos. Nuestros 

péptidos, Pin2[G] y FA1, muestran características antimicrobianas e inmunomoduladoras a nivel 

in vitro que deberían de influir en la recuperación de la infección gastrointestinal por Salmonella 

Typhimurium. Si bien, en el modelo in vivo no se logra resolver la infección, no se puede negar la 

capacidad de ambos péptidos para estimular perfiles de expresión de citocinas particulares que 

podrían favorecer la resolución de esta u otras infecciones. Posiblemente un cambio en su 

dosificación, modelos de infección, su uso combinado con antibióticos convencionales o incluso 

una modificación en su estructura, nos permitirá encontrar un modelo en el que sean funcionales 

y sean parte de la lista de péptidos antimicrobianos usados en la terapéutica. 

  



59 

 

11. Conclusiones 

• La viabilidad de los macrófagos RAW264.7 y BMDM se ve afectada por diferentes 

concentraciones de Pin2[G] y FA1. 

• Parece existir una relación entre la concentración de Pin2[G] y FA1 y la activación de la 

fagocitosis en células RAW264.7 y BMDM. 

• Ciertas concentraciones de Pin2[G] y FA1 incrementan la expresión de MCP-1 y TNF en 

células RAW264.7 no infectadas. 

• En células RAW264.7 infectadas con S. Typhimurium, Pin2[G] estimula la liberación de 

IL-12p70 y decrece la de MCP-1 y TNF, mientras que FA1 incrementa la expresión de 

IFN-γ, IL-6, IL-12p70 y decrece la de MCP-1 y TNF. 

• Pin2[G] y FA1 administrados vía intravenosa, no contrarrestan la infección por S. 

Typhimurium a nivel intestinal ni previenen su propagación a hígado. 

• En modelos de infección in vivo, FA1 parece inducir un ambiente antiinflamatorio y 

Pin2[G] uno inflamatorio. 
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12. Perspectivas 

•  Estudiar el efecto de los péptidos sobre diferentes estirpes celulares leucocitarias, 

intestinales y hepáticas 

• Usar métodos in silico para diseñar nuevos péptidos derivados de Pin2[G] y FA1 que 

mejoren sus cualidades. 

• Determinar los mecanismos de acción por los cuales los péptidos influyen en la 

respuesta inmune a nivel de receptores o vías de señalización. 

• Estudiar el efecto de los péptidos sobre los perfiles de citocinas asociados a la 

respuesta celular contra S. Typhimurium. 

• Determinar el efecto de la combinación de péptidos con antibióticos. 

• Desarrollar modelos de infección con cepas clínicas. 

• Analizar la farmacocinética y farmacodinamia in vitro e in vivo de los péptidos. 
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