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Resumen

En la actualidad, el aumento de bacterias patdégenas resistentes a antibidticos es un
problema grave de salud publica que requiere de atencién inmediata, incluyendo, el
desarrollo de tratamientos eficientes. En 2016, Hernandez-Arvizu comprobd que
existe actividad antimicrobiana en el veneno de la vibora de cascabel queretana
Crotalus aquilus, una especie endémica del centro de México, que se encuentra
ampliamente distribuida en el estado de Querétaro. Posteriormente, en 2019
identific6 al gen que codifica a la catelicidina de C. aquilus y disefié dos péptidos
sintéticos, la catelicidina predicha y un péptido derivado, conformados por 34 y 23
aminoacidos, respectivamente. Ambos fueron retados contra tres diferentes
especies de bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, demostrando su actividad antimicrobiana. En el presente trabajo se
determind la actividad antimicrobiana de estos dos péptidos de catelicidina de
Crotalus aquilus contra Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus casseliflavus
y Salmonella typhimurium. El ensayo se realizé de acuerdo.con lo establecido en
los manuales del Instituto de estdndares clinicos y de laboratorio (CLSI, por sus
siglas en inglés) para el método de microdilucién en caldo, obteniendo las siguientes
dosis inhibitorias; para el péptido 1, Staphylococcus saprophyticus: 2 pg/mi;
Enterococcus casseliflavus: 2 pg/ml y Salmonella typhimurium: 2 pg/ml. Para el
péptido 2, Staphylococcus saprophyticus: 4 pg/ml; Enterococcus casseliflavus: 4
pg/ml y Salmonella typhimurium: 8 pg/ml. Por lo tanto, los dos péptidos evaluados
tuvieron actividad antimicrobiana contra las cepas de las tres especies

seleccionadas.
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Summary

Currently, the increase in antibiotic-resistant pathogenic bacteria is a serious public
health problem that requires immediate attention, including the development of
efficient treatments. In 2016, Hernandez-Arvizu verified that there is antimicrobial
activity in the venom of the rattlesnake Crotalus aquilus, an endemic species from
central Mexico, which is distributed in the state of Querétaro, to which it owes its
common name. Later in 2019, he identified the gene that encodes the cathelicidin of
C. aquilus and designed two synthetic peptides, the predicted cathelicidin and a
derived peptide, consisting of 34 and 23 amino acids, respectively. Both were
challenged against three different species of bacteria: Escherichia coli
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, demonstrating  their
antimicrobial activity. In the present work the antimicrobial activity of these two
cathelicidin peptides against Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus
casseliflavus and Salmonella typhimurium was determined. The test was carried out
in accordance with the guidelines of the Institute of Clinical'and Laboratory Analysis
(CLSI) for the method of broth microdilution, obtaining the following inhibitory doses;
for peptide 1, Staphylococcus saprophyticus: 2 pg/ml; Enterococcus casseliflavus: 2
pg/ml and Salmonella typhimurium: 2 pg/ml. For peptide 2, Staphylococcus
saprophyticus: 4 pg/ml; Enterococcus casseliflavus: 4 pg/ml and Salmonella
typhimurium: 8 pg/ml. Therefore, the two evaluated peptides showed antimicrobial

activity against the strains of the three selected species.
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Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos se define como “la capacidad que
tienen los microorganismos (como bacterias, virus y algunos parasitos) de impedir
gue los agentes antimicrobianos actlen contra ellos.” En consecuencia, los
tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten (OMS,
2017).

En 2017, un informe de la organizacion mundial de la salud destaco la
inexistencia de nuevos antibiéticos en fase de desarrollo para combatir la resistencia
a los antimicrobianos, menciona que los pocos farmacos que se estan desarrollando
son modificaciones de antibiéticos ya existentes y se indica que existen en la
actualidad muy pocas opciones terapéuticas para las infecciones por
microorganismos resistentes, las cuales causan alrededor de 250 000 muertes cada
afo.

Respecto a la salud veterinaria, la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal) describe que hoy en dia en muchos paises los agentes antimicrobianos
estan disponibles sin ningun control, por lo que, conociendo el estatus preocupante
de la resistencia antimicrobiana y las consecuencias de esta, dentro de su
“Resolucion N°. 26: Combatir la resistencia a los agentes antimicrobianos y
promover el uso prudente de agentes antimicrobianos en los animales” (2015), se
promueve la investigacion para desarrollar alternativas al uso de agentes
antimicrobianos en animales, incluyendo el desarrollo de vacunas y otras

herramientas para las enfermedades prioritarias.

Los péptidos antimicrobianos son un mecanismo de defensa que se
encuentra presente en una gran diversidad de organismos, desde moluscos hasta
mamiferos, lo que sugiere que su presencia data desde etapas evolutivas primitivas.
Estos péptidos son sustancias del sistema inmunolégico que interactian con la
membrana de los patdgenos y que ademas tienen funciones inmunomoduladoras
(Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007).



Hernandez-Arvizu en 2019 trabaj6 con dos péptidos sintéticos; la
catelicidina predicha de C. aquilus y un péptido derivado de ésta, conformados por
34y 23 aminoacidos, respectivamente. Ambos fueron retados contra tres diferentes
especies de bacterias: Staphylococcus saprophyticus, Salmonella typhimurium y
Enterococcus casseliflavus; demostrando actividad antimicrobiana contra ellas.
Derivado de esta investigacion, el presente trabajo caracterizé la eficacia
antimicrobiana de estos dos péptidos de catelicidina frente a tres especies
diferentes de microorganismos que presentan importancia en la salud humana y

animal, de los cuales se tienen reportes de resistencia a antimicrobianos.

Revision Bibliografica



Crotalus aquilus

Descripcion de la especie
Los machos adultos de Crotalus aquilus son grandes, generalmente

exceden los 600 mm de longitud total, y las hembras un poco méas pequefias. El
espécimen mas grande reportado fue de 683 mm de longitud total (Campbell y
Lamar, 1989). La forma del cuerpo es robusta y de talla grande; las escamas de la
region dorsal de la cabeza, cuerpo y cola son aquilladas; el nimero de escamas de
la region dorsal del cuerpo es de 21-23-17; presenta 22 escamas caudales y 151
escamas ventrales y posee una escama anal simple. El color de esta especie es
café grisaceo, con parches dorsales mas oscuros a lo largo del cuerpo. En la.cabeza
se observan un par de manchas café oscuro en la region occipital, asi como franjas
laterales café oscuro con bordes blancos que inician en la regién preocular y
supraocular, y terminan en las escamas supralabiales. La region ventral del cuerpo
es de color crema y la zona caudal de color claro con anillos café oscuro (Ramirez-
Bautista et al, 2000).

La vibora oscura queretana realiza su principal actividad durante las
mafianas en dias calidos. Ramirez-Bautista et al (2000) mencionan que los habitos
de Crotalus aquilus son diurnos y crepusculares principalmente en areas

pedregosas del bosque de encino.

Su distribucion se restringe Gnicamente a la regién de la meseta central y
partes de la Sierra Madre Oriental (Campbell y Lamar, 1989), tratandose de una
especie endémica de México. Por lo anterior, en la NOM-059-SEMARNAT-2010 se

encuentra sujeta a proteccion especial.

Taxonomia

Reino: Animalia,
Filo: Chortada,

Subfilo: Vertebrata,
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Clase: Reptilia,
Orden: Squamata,
Suborden: Serpentes,
Familia: Viperidae,
Subfamilia: Crotalinae,
Género: Crotalus,
Grupo: triseriatus,
Especie: C. aquilus.

(Correa-Cano, et al., 2006).

Nombre comun: Cascabel Oscura de Querétaro, Hocico de puerco,
Chiauhcéatl. (CONABIO, 2019).

La serpiente de cascabel oscura queretana pertenece al grupo Crotalus
triseriatus. Este grupo contiene 9 especies C. aquilus, C. armstrongi, C. campbelli,
C. lepidus, C. morulus, C. pusillus, C. ravus, C. tlaloci y C. triseriatus (Bryson et al.,
2010; Bryson et al., 2014).

Habitat y Distribucion
Crotalus aquilus, la vibora de cascabel queretana, originalmente descrita

como C. triseriatus aquilus por Klauber (1952), es endémica de México y habita
afloramientos rocosos en bhosques de pino-encino, mezquite-pastizales abiertos,
bosques de matorrales subtropicales, y una variedad de cultivos de campo (Carbajal
etal., 2015). Crotalus aquilus se encuentra en el extremo sur de la meseta mexicana
y en la mitad. norte del Cintur6n Volcanico Transmexicano, en los estados de
Aguascalientes, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Querétaro, San Luis Potosi y Veracruz; desde 1800 hasta 2627 m sobre el nivel del

mar (Vazquez & Quintero 2005; Meik et al., 2007). Otros autores indican que C.
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aquilus puede encontrarse incluso a alturas mayores sobre 3100 m sobre el nivel

del mar.

Sistema inmunitario

La piel de los reptiles estd conformada por una gruesa capa de queratina.
Al ser la primera barrera fisica tiene la funcion de brindar proteccion ante los agentes
del medio exterior. También cuentan con el mecanismo llamado ecdisis, una

renovacion fisiologica del dltimo estrato de la piel.

Por otro lado, la mucosa de los reptiles carece de esta proteccion de
queratina por lo que hace a estas superficies vulnerables ante eventos adversos,
sin embargo, estas barreras mucosas no parecen presentar afecciones frecuentes
ante microorganismos, por lo que es probable que existan mecanismos y

compuestos fisioldgicos responsables de brindarles proteccion (Jacobson, 2007).

En reptiles se presenta un sistema linfatico constituido por redes linfaticas
qgue forman plexos y grandes depositos en forma de cisternas semejantes a los
linfonodos en mamiferos. A su vez tienen estructuras que permiten bombear la linfa
llamados corazones linféticos, entre los principales estan el yugular, el subclavio, el

lumbar y el toracico (O'Malley, 2007).

El timo en serpientes es un ‘6rgano bilateral situado inmediatamente
anterior al corazén. Este es el primer6rgano linfoide en desarrollarse. Es una fuente
de linfocitos T, los cuales controlan la cinética de la inmunidad [celular\. Se ha
descrito en la literatura como la.involucion y degeneracion del timo en reptiles esta

ligada a factores medioambientales.

El bazo en reptiles es esférico, oval o triangular y elongado, rodeado por
una capsula de tejido conectivo denso. En serpientes, este 6rgano es Unico pues
esta formado casi en su totalidad por pulpa blanca. Alrededor del 50 al 70% de los
linfocitos esplénicos reptilianos son derivados del timo y se encuentran localizados
en las areas yuxta-arteriolar timo-dependientes. En algunas serpientes, el bazo se

continda con el pancreas, formando un “esplenopancreas”. Al igual que sucede en
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el timo, su involucién y la arquitectura normal se pueden observar en condiciones
medioambientales 6ptimas y estacionales, sin embargo, en ambos drganos a pesar
de su reestructuracion estacional, en adultos, no se mantiene la misma celularidad

que en un individuo joven.

Existen diferentes compuestos inmunes no adaptativos presentes en
secreciones y superficies mucosas, algunos de los cuales se expresan de manera

constitutiva (Jacobson, 2007).

Dentro de estos factores podemos mencionar a los interferones, los cuales
son una familia de citocinas con actividad antiviral. Se clasifican en tipo | y tipo Il
Los interferones de tipo | (a, B) son proteinas que presentan actividad antiviral,
mientras que los interferones tipo Il (y) efectian funciones de la respuesta inmune
contra patdgenos intracelulares, la activacion de macrofagos y la-maduracion de
células T + CD4. Los interferones modulan la respuesta de la inmunidad innata y
adaptativa en procesos infecciosos e inflamatorios. También han sido reconocidos

como potentes reguladores del crecimiento celular.

Otro factor es la transferrina que se encuentra en el plasma de todos los
vertebrados. Esta proteina tiene una alta capacidad de unirse al hierro y
secuestrarlo para asi privar de este constituyente a los microorganismos que lo usan
como factor de crecimiento. Las transferrinas presentan actividad bacteriostatica y
fungistéatica. Diversas investigaciones han determinado que temperaturas febriles
estan relacionadas al aumento de transferrinas y la actividad antimicrobiana que

desarrollan.

La lisozima, factor antimicrobiano producido principalmente por la linea
celular de monocitos y macréfagos, degrada el peptidoglicano en la pared celular

de la bacteria, siendo bactericida contra bacterias Gram positivas.

El complemento es un complejo de 30 factores solubles y moléculas de
union a membrana que son parte de la llamada cascada inflamatoria del
complemento. Esta cascada es filogenéticamente antigua, encontrandose incluso

en invertebrados. Sus actividades biolégicas afectan tanto a la inmunidad innata
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como a la inmunidad adaptativa y sus funciones incluyen la lisis de
microorganismos, la opsonizacion, el desencadenamiento de funciones celulares
por la union a receptores especificos y la depuracién inmunitaria al eliminar
complejos inmunitarios de la circulacion (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007). Las
moléculas que integran el sistema de complemento son glicoproteinas con diversas
actividades fisicoquimicas. Entre los componentes més destacable se pueden
mencionar la molécula C1q, cuya caracteristica principal es su capacidad de unirse
a la fraccion Fc de las inmunoglobulinas cuando estas forman complejos antigeno-
anticuerpo. Otro componente del complemento es la convertasa de C3, la cual
escinde las moléculas C3 en C3ay C3b, las cuales se van anclando a la membrana
del microorganismo por accion covalente. C3b también actia como un focalizador
para seguir con la activacion del complemento, que en el caso de la ruta clasica y
de las lectinas, sucede cuando un componente C3b se une a un complejo C4b2ay
se forma la convertasa de C5. En el caso de la ruta alternativa, sucede cuando un
componente C3b se une de manera covalente a otro C3b que formaba parte de la
convertasa de C3, formando asi la convertasa de C5. Esta enzima, al escindir el
componente C5, desencadena el ensamble sobre la superficie del microorganismo
del complejo de ataque a membrana (MAC) el cual estd formado por los
componentes C5b, C6, C7, C8 y un polimero de C9. Otro componente importante
es la proteina de union a mananos (MBP), de la ruta de las lectinas, la cual es similar
a Clq en estructura. La MBP se une a extremos de manosa, fucosa y glucosamina
de polisacaridos o glucoproteinas de'-membranas bacterianas. Cuando esto pasa,
experimenta un cambio en su conformacion y se activa su serin-proteasa (MASP),
la cual actlia sobre C4 y C2 para producir una convertasa de C3 de la ruta clasica
(lafiez, 1999).

Brown (2002) 'y Sunyer & Lambris (1998), describen que el sistema de
complemento-en reptiles esta compuesto de mdltiples isoformas de C3. Se especula

que esto expande la capacidad inmunolégica de reconocimiento.

14

{ Con formato: Sin Resaltar




Principales enfermedades infecciosas en reptiles

Las enfermedades causadas por microorganismos son numerosas, Sin

embargo, entre estas podemos destacar las siguientes:

Las neumonias descritas en ofidios son de manera frecuente de tipo
infeccioso producidas por un diverso nimero de agentes etioldgicos, entre los que
predominan las bacterias Gram negativas como Aeromonas, Pseudomonas,
Salmonella, E. coli, Acinetobacter y micobacterias como Mycobacterrium chelonei.
(Rojas, Gémez, & Brieva, 2015). Douglas R. Mader (2005) describe como la
neumonia puede ser de origen primario o secundaria a otra enfermedad, como la

estomatitis.

Los procesos neumoénicos en reptiles son generalmente derivados de
malas condiciones ambientales o una dieta inadecuada, lo que se confirma porque
los agentes involucrados son microorganismos oportunistas que forman parte de su
microbiota o del ambiente. Algunos signos clinicos que se pueden observar en un
animal que cursa por esta enfermedad son estertores, posicion ortopnéica, disnea

y secrecion nasal (Jacobson, 2007).

La estomatitis es una condicién de frecuente diagndstico en la clinica de
animales silvestres. Se relaciona principalmente con eventos estresantes como
deficiencias medioambientales, nutricionales o una enfermedad subyacente, las
cuales terminan favoreciendo el crecimiento de gérmenes patogenos (Pefiuela &
Brieva, 2007).

Varios autores indican que esta es una enfermedad causada por agentes
etioldgicos diversos y que en casos avanzados el prondstico es casi siempre malo
pues existe la posibilidad de diseminacion hematégena, con complicaciones como

neumonia, osteomielitis 0 gastroenteritis.

Otra enfermedad comun son las gastroenteritis cuyas principales causas
de esta patologia son parasitos (helmintos y protozoarios), bacterias (Salmonella

spp. Shigella spp. y Proteus spp.), infecciones virales (parvovirus, adenovirus),
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cambios bruscos en la dieta, presencia de cuerpos extrafios o iatrogénica (Galindo,
2005).

Entre estas causas, Salmonella es uno de los principales microorganismos
que causa enfermedad gastrointestinal en reptiles. Numerosos autores han
reportado aislamientos en individuos sanos en ambientes cautivos y en vida
silvestre, asi como aislamientos de Ulceras en tracto gastrointestinal en serpientes
(Mader, 2005).

Muchos reptiles albergan este microorganismo como parte de su
microbiota, lo que puede dificultar la interpretacion de su presencia. Los animales
afectados con Salmonella usualmente no muestran signos clinicos. Estudios
recientes muestran el aislamiento de Salmonella de hueso y sangre de serpientes
con enfermedades vertebrales. Otro sitio de aislamiento que menciona Douglas R.
Mader (2005), ha sido en lesiones por dermatitis vesicular tanto en serpientes como
en lagartos. Este género bacteriano tiene importancia en la salud publica por su

potencial zoonético.

Staphylococcus saprophyticus

La morfologia de esta bacteria son cocos Gram positivos que se disponen
en racimos con un diametro de 0.5 a 1.5 ym.'No son maviles, no forman esporas y
no son hemoliticos, Presentan reaccidn negativa coagulasa, descarboxilacion de la
ornitina, reduccién de nitratos a nitritos y de fermentacion de xilosa. Mientras que
da resultados positivos en las siguientes pruebas: urea, catalasa, fermentacion de
maltosa y sacarosa (Gil, 2019).

En 2009 Denamiel et al, realizaron un estudio donde se caracteriz6 la
prevalencia y el perfil de resistencia de Staphylococcus aislados de piodermas en
perros y gatos, encontrando un porcentaje del 12.6% de S. saprophyticus

resistentes a antibioticos betalactamicos.

Asi mismo se reporté a este organismo como la segunda causa de

infecciones urinarias en humanos y se describe como responsable de numerosas
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infecciones nosocomiales (Gil, 2019). Lo que le otorga importancia dentro de la

investigacion de resistencia antimicrobiana a este microorganismo.

Enterococcus casseliflavus

Estas son bacterias Gram positivas de forma cocobacilar, miden menos de
2 um de diametro y se pueden observar formando cadenas, pares o de manera
individual. Su crecimiento 6ptimo es a 37°C y a diferencia de otros enterococos, E.
casseliflavus presenta un flagelo corto con el que se ha demostrado logra tener
movilidad. Es una bacteria anaerobia facultativa, catalasa negativa que no forma
endosporas, son organismos quimiorganotrofos, no producen gas y fermentan

carbohidratos para producir &cido lactico (Diaz, Rodriguez, & Raisa, 2010).

E. casseliflavus ha sido aislado del tracto gastrointestinal de especies
animales domésticas y silvestres como parte de la microbiota y demuestra, como
todos los Enterococos, resistencia natural a muchos antibidticos, ademas de que
pueden adquirir esta misma a través del uso inadecuado de farmacos (Petrona &
Béarcenas, 2014).

Este microorganismo se ha catalogado como patdégeno oportunista, siendo
de los principales causantes de infecciones intrahospitalarias tanto en humanos
como en animales, pudiendo provocar diferentes enfermedades dentro de las que
se encuentran las endocarditis, bacteremias, infecciones del tracto urinario,
neonatales, del sistema nervioso central, intrabdominales y pélvicas (Diaz,
Rodriguez & Raisa, 2010). Lo que en conjunto con su resistencia natural a diversos
antibioticos lo convierte .en un patdgeno de importancia médica sujeto de

investigacion.
Salmonella typhimurium

Su morfologia corresponde a la de la familia Enterobacteriaceae. Se trata
de un bacilo Gram negativo de 0.7 a 1.5 um de ancho y 2.0 a 5 pm de largo, mdvil,

con flagelos distribuidos en forma peritrica, son anaerobios facultativos y no forman
esporas (Tunes & Blas 2007). S. typhimurium no presenta afinidad por ningun
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hospedador especifico, por lo que afecta a diversas especies de animales
domésticos, silvestres y al hombre. Los cuadros clinicos que pueden observarse
son infeccién gastrointestinal e infeccién sistémica principalmente lo cual puede
variar en cronicidad y signos clinicos segun el hospedero, (Barreto, Castillo, &
Retama, 2016).

Fabrega, Ballesté-Delpierre & Vila (2015), mencionan que la gastroenteritis
por salmonelosis se trata con fluoroquinolonas y cefalosporinas, pero en ciertas
areas del mundo, se han detectado cepas resistentes a dichos compuestos, en su

estudio revisan los mecanismos por los cuales la bacteria lleva esto a cabo.

Fierro et al. mencionan, en su estudio realizado en 2011, que el “uso
indebido de antibidticos, incluyendo la subdosificacion, la terapia con un- Unico
principio activo y, en algunos casos, la utilizacion de antibiéticos como preventivos
principalmente mediante la inclusion de los mismos en el alimento ha ocasionado el
desarrollo de resistencia a antimicrobianos en bacterias asociadas a animales de
consumo, por lo que el estudio de nuevos agentes antimicrobianos eficientes es

indispensable para la salud publica.

Péptidos antimicrobianos

El sistema inmunitario utiliza como 'efectores mdltiples moléculas y
receptores unidos a la membrana celular. En presencia de una infeccion o lesion
existe la produccion de moléculas solubles determinadas que pueden actuar de
manera local, estas incluyen péptidos antimicrobianos tales como defensinas, y
catelicidinas. (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007).

Los péptidos antimicrobianos pertenecen a una familia de sustancias con
complejos mecanismos de accion relacionados a la interaccion de estos con la
membrana del patdgeno para asi afectar de manera interna a la célula, ademés de
interactuar.con. el huésped mediante funciones inmunomoduladoras (Tellez &
Castafio, 2010).

Existe una gran variedad de Patrones Moleculares Asociados a Patégenos

(PAMPS), entre los que se encuentran el LPS (Lipopolisacaridos) de las bacterias
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Gram negativas y las lipoproteinas de bacterias Gram positivas. Los diferentes
PAMPS interaccionan con receptores celulares como el CD14, el TLR4 (Toll-Like
Receptor) y el TLR2. Posterior al reconocimiento de estas moléculas, se inicia una
cascada de sefializacion que finaliza con la translocacién del factor nuclear NF-kB
(Factor de transcripcion nuclear kappa) hacia el nicleo y la consecuente
transcripcion de los genes que codifican para péptidos antimicrobianos (Castafieda
et al, 2009).
Estructura

La mayor parte de los péptidos antimicrobianos presentan carga positiva,
lo que significa que son de caracter catidnico, esto se debe al gran contenido de
arginina y lisina (residuos con carga positiva). Generalmente presentan una carga
neta entre +2 y +9 y una proporcion substancial (230%) de residuos hidrofobicos.
Ademas, en muchos de los péptidos que se han evaluado ha sido afiadida una
amidacion en el extremo C terminal, la cual refuerza este caracter catiénico. La
capacidad de los péptidos antimicrobianos para interactuar con las membranas es
brindada al adoptar estructuras anfipaticas con extremos hidrofobos que enfrentan

a otras moléculas hidrofilicos (Tellez & Castafio, 2010).

El principio estructural fundamental subyacente a todas las clases de
péptidos es el disefio anfipatico adoptado debido a la organizacion espacial de los
grupos de aminodcidos hidrofobios y catiénicos de la molécula. Algunos péptidos
lineales como el de la polilla de seda, cecropin y el péptido magainin de la rana de
ufia africana (Xenopus laevis), después de entrar en contacto con una membrana,
adoptan una estructura anfipatica helicoidal secundaria. Los péptidos como las
bactenecinas y defensinas tienen una hoja 8 anti-paralela relativamente rigida
restringida por los enlaces disulfuro como marco, alrededor del cual se organizan
residuos cationicos e hidrofébicos (Brahmachary et al, 2004).

Mecanismos de-accion
Existen diversos mecanismos de accion, los cuales comprenden desde la

interaccion con la membrana plasmatica, la inhibicion de la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos; hasta las funciones moduladoras, quimiotacticas y en el proceso

de cicatrizacion (Tellez & Castafio, 2010).
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Su carga catidnica y su anfipaticidad hace mas facil su interaccién con las
paredes celulares y membranas de los microorganismos, asi mismo, se han
propuesto diferentes mecanismos que explican sus funciones de promover por si
mismos la captacion de agentes extrafios, ejercer una accion detergente sobre la
membrana celular y funcionar como poros en la membrana celular (Tellez &
Castafio, 2010).

Los experimentos in vitro sugieren que los péptidos antimicrobianos
generalmente funcionan mediante la interrupcion selectiva de las membranas
microbianas, esto conduce a la muerte celular debido a la pérdida de gradientes
electroquimicos, la reduccién de la resistencia al estrés osmoético, la filtracion de

contenidos celulares e interrupcion de los procesos metabdlicos (Lee et al., 2017).

El primer paso en la interaccion de los péptidos antimicrobianos con las
bacterias es producido por la atraccion electrostatica dada por su carga positiva
hacia las superficies aniénicas de las paredes bacterianas, caracter dado por la
presencia de los acidos teicoicos y lipoteicoicos en las bacterias' Gram positivas o
los lipopolisacaridos en las Gram negativas. Posterior a esta primera interaccion,
los péptidos desestabilizan &reas en la membrana externa lo que permite el paso a
través de la bicapa lipidica, una vez que se encuentran dentro de la membrana,
estos péptidos modifican su conformacién y-causan dafios internos o en la

membrana (Tellez & Castafio, 2010).

Se refieren tres mecanismaos por los cuales los péptidos antimicrobianos

interactian con la membrana. Estos se describen a continuacion.

Mecanismo de barril: al alcanzar una concentracion suficiente los péptidos
se introducen en la membrana para colocarse de manera perpendicular para crear
poros hidrofilicos-que provocan la pérdida del equilibrio osmético y del potencial de
membrana de las células patdgenas. Estos poros se forman de manera irregular y

pueden variar-en cuanto a duracion y tamafio (Tellez & Castafio, 2010).

Mecanismo de forma anular o toroidal: cuando los péptidos alcanzan una

concentracion limite, estos inducen a los lipidos de la membrana a plegarse, con lo
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gue se forma un poro conformado por los péptidos y los mismos lipidos. El poro se
logra estabilizar por las interacciones hidrofobicas del péptido que envuelven a las
cabezas de los lipidos, orientando a los grupos hidrofilicos hacia el centro del poro,
lo que secuestra el agua dentro del mismo, desestabilizando la membrana celular.
(Tellez & Castafio, 2010).

Mecanismo de alfombra: a diferencia de los mecanismos anteriores, aqui
los péptidos no se insertan en la membrana, sino que forman una serie de
agregados en la cara externa de la membrana en forma de micelas causando que
esta se debilite y eventualmente se lise, dafiando la célula por pérdida de su
citoplasma (Tellez & Castafio, 2010).

Funciones inmunomoduladoras
Ademas de su accidn antimicrobiana dentro de la inmunidad innata, estos

péptidos también actian como inmunomoduladores, algunas de estas funciones
van desde inducir la expresion de genes en monocitos, la quimiotaxis, la induccion
de citocinas y la diferenciacion celular. De esta manera se ven involucrados en la

curacion de lesiones y angiogénesis (Tellez & Castafio, 2010).

Se ha reportado que las defensinas pueden funcionar como agentes
quimiotacticos, atrayendo células inflamatorias como neutrdéfilos, linfocitos B y
macrofagos, ademas de que generan la activacion tanto de estas células como de
células epiteliales. Al mismo tiempo, las defensinas pueden presentar actividad
antiinflamatoria por la induccion. de IL-10 o SLPI (Secretory Leucocyte Protease
Inhibitor). Rivas et al (2006) también mencionan que las células del bazo
estimuladas con a-defensinas humanas aumentan la produccion de citocinas, asi
como la proliferacion linfocitaria. Este mismo tipo de defensinas, cuando se
administran a ratones, producen aumento sérico de IgG1, IgG2 e IgG2b. Asi mismo,
describen que se ha demostrado que el reclutamiento de las células dendriticas por

parte de las defensinas puede iniciar y facilitar la respuesta inmune adaptativa.

Respecto a la actividad de las catelicidinas como inmunomoduladores, la
catelicidina mas estudiada es la LL-37 de humanos. Ademas de su accion directa

con la membrana microbiana, este péptido puede actuar como quimioatrayente para
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células linfoides, también estimula la produccion de quimiocinas y aumenta la
expresion de diversos receptores. Ademas, puede inhibir la muerte celular

programada de los neutrofilos y aumentar la fagocitosis (Agier et al., 2018).

En relacibn con otros péptidos antimicrobianos y su actividad
inmunomoduladora audn existe un amplio campo de estudio para conocer todas sus

implicaciones.

Catelicidinas

Pertenecen a un numeroso grupo de péptidos antimicrobianos cationicos.
Sus espectros de actividad son variados y cubren una variedad de organismos que
incluyen bacterias, hongos y virus envueltos. Ademas, neutralizan los efectos de la
endotoxina bacteriana. Estas caracteristicas hacen que esta familia de péptidos

sean buenos candidatos en vista de un uso terapéutico (Olascoaga gt al, 2018).

La funcion de las catelicidinas incluye efectos quimiotacticos de leucocitos,
la estimulacion de la angiogénesis y la expresion de componentes extracelulares de
la matriz (Molina, 2008).

Los péptidos antimicrobianos de la familia catelicidina, contienen péptidos
sefial altamente conservados y una pro-regién Cathelin (inhibidor de catepsina L),
sin embargo, muestran heterogeneidad en el dominio C-terminal que codifica el
péptido maduro, el cual puede tener un tamario de 12 a 80 residuos de aminoacidos
(Bals, 2000). Tienen un mecanismo de accion similar al de las defensinas,
especificamente con union a los lipopolisacaridos bacterianos, pero ademas con
capacidad quimiotactica sobre monocitos, neutrofilos y linfocitos T CD4*, inhibiendo
la respuesta celular inducida por células CD4* mediante la liberacion del factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a) y 6xido nitrico (Hosokawa, 2006).

Péptidos antimicrobianos encontrados en serpientes

Numerosos autores han reportado la presencia de distintos péptidos
antimicrobianos en diversas especies de serpientes, algunos ejemplos se

mencionan a continuacion.
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Wang et al (2008), reportan la purificacion de un péptido similar a
catelicidina, a partir del veneno de la serpiente Bungarus fasciatus, el cual demostré
un buen efecto inhibidor ante diferentes cepas de microorganismos a bajas

concentraciones y sin mostrar efecto hemolitico.

Algunos péptidos similares a B-defensinas han sido encontrados y
reportados por Torres & Kuchel (2004) en venenos de diversos organismos,

incluyendo serpientes.

Un péptido inusual en reptiles llamado Omwaprina, miembro de la familia
proteica de las Waprinas fue aislada de la especie Oxyuranus microlepidotus por
Nair et al (2007). Este péptido demostrd actividad antimicrobiana frente a bacterias

Gram positivas.

Segun varios autores, en serpientes se han caracterizado numerosos
péptidos antimicrobianos pertenecientes al grupo de las catelicidinas, como la
batroxicidina de la serpiente Bothrops atrox, la crotalicidina 'de Crotalus durissus
terrificus, Hc-CATH de la serpiente marina Hydrophis cyanocinctus, NA-CATH de la

cobra china Naja atra, entre otras.

Catelicidina de Crotalus aquilus y su péptido derivado

En 2019, Hernandez-Arvizu disefi¢ dos péptidos sintéticos a partir de la
identificacion del gen que codifica a la catelicidina de C. aquilus, la catelicidina
predicha conformada por 34 aminoacidos y un péptido derivado conformado por 23
aminoacidos. Ambos fueron probados frente a tres especies de bacterias

demostrando su actividad antimicrobiana a bajas concentraciones.

Mediante una serie de procesos bioinforméticos se determiné que la
catelicidina madura tiene la siguiente secuencia:
KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVSFPF, componiéndose 13 lisinas, 2
argininas, 6 fenilalaninas, 4 valinas, 2 prolinas, 2 serinas, 2 isoleucinas, 1 leucina, 1
glicina'y 1 metionina; conteniendo un total de 15 residuos basicos, que le otorgan

una carga neta de +15. Adicionalmente, en la regién C-terminal se afadi6 una
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amidacion con lo que la carga neta finalmente es +16. Este péptido tiene un peso
de 4171.32 Da y un punto isoeléctrico de 12.09, que asciende a 14 tomando en
cuenta el extremo amidado; su indice de hidrofobicidad (H) es de 0.254 y su
momento hidrofébico (uH) es de 0.440. En la Figura 1, se puede observar la
organizacion predicha por el servidor Heliquest para la catelicidina madura de

Crotalus aquilus.

Figura 1 Organizacion en a-hélice predicha para la catelicidina de C. aquilus en el servidor
HeliQuest (tomada de Hernandez Arvizu 2019).

En los péptidos antimicrobianos hay dos caracteristicas que se deben
considerar importantes, estas son el indice de hidrofobicidad y el momento
hidrofébico, ya que, junto con la carga neta y la capacidad para tomar una forma
helicoidal, son los factores que. influyen sobre la efectividad antimicrobiana o el
grado de citotoxicidad que puedan presentar (Dathe & Wieprecht, 1999).

En cuanto a las caracteristicas del péptido derivado (23 aminoacidos), su
secuencia es: FFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVI. Tiene un peso molecular de
2848.72 Da, su carga neta es de +11, +12 con el extremo C-terminal amidado, un
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punto isoeléctrico tedrico de 11.56, indice hidrofébico (H) de 0.232 y un momento
hidrofébico (uH) de 0.536.

Figura 2 Organizacién en a-hélice predicha para el péptido de 23 aminoacidos por el
servidor Heliquest (tomada de Hernandez Arvizu 2019).

Las caracteristicas reportadas por Falcao et al. (2014) de tres péptidos
antimicrobianos de vipéridos sudamericanos son las siguientes: La batroxidina,
tiene una carga neta de +16 y un indice hidrofébico de 0.207; la Crotalicidina tiene
una carga neta de +16 y un indice hidrofébico de 0.263 y, por Ultimo, la
Lachesicidina, la cual presenta una carga neta de +16 y un indice de hidrofobicidad
de 0.262. Ambos péptidos de Crotalus aquilus presentan caracteristicas similares a

estos (Hernandez, 2019).
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Hipotesis

El péptido maduro de catelicidina de Crotalus aquilus y su péptido derivado
tienen efecto antimicrobiano contra las bacterias Gram (+) Staphylococcus
saprophyticus y Enterococcus casseliflavus, asi como contra la bacteria Gram (-)

Salmonella typhimurium.

Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano de dos péptidos de
catelicidina de Crotalus aquilus contra las bacterias Gram (+) Staphylococcus
saprophyticus y Enterococcus casseliflavus, asi como contra la bacteria Gram (-)

Salmonella typhimurium.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antimicrobiano del péptido maduro de
catelicidina de Crotalus aquilus contra a Staphylococcus saprophyticus,

Salmonella typhimurium y Enterococcus casseliflavus.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano® de un péptido derivado de
catelicidina de Crotalus aquilus frente a Staphylococcus saprophyticus,

Salmonella typhimurium y Enterococcus casseliflavus.

Justificacion

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de los
microorganismos.a generar mecanismos que impidan que los antibiéticos actien
contra ellos. En‘la actualidad esto representa una amenaza para la salud publica, la
seguridad-alimentaria, la salud animal, la produccion agropecuaria y por ende para

el desarrollo econémico (FAO, 2017).
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En 2017, un informe de la organizacion mundial de la salud destaco la
inexistencia de nuevos antibiéticos en fase de desarrollo para combatir la resistencia

a los antimicrobianos.

Staphylococcus saprophyticus, Salmonella typhimurium y Enterococcus
casseliflavus son microorganismos que presentan importancia en la salud humana

y animal, de los cuales se tienen reportes de resistencia a antimicrobianos.

El dia de hoy existen numerosas investigaciones que proponen a los
péptidos antimicrobianos de diversas especies como agentes terapéuticos

potenciales.

Anteriormente, el péptido maduro de la catelicidina de Crotalus aquilus y su
péptido derivado demostraron buena actividad antimicrobiana cuando se evaluo su
efecto contra tres diferentes especies de bacterias. Es necesario_continuar con los
estudios y evaluacién de su potencial antimicrobiano con la finalidad de proponerlos

como alternativa terapéutica.

Metodologia

Se trabaj6 con alicuotas de dos péptidos sintéticos de la catelicidina de C.
aquilus, conformados por 34 y 23 aminoacidos predichos mediante andlisis
bioinformaticos a partir de transcritos obtenidos de biopsias de piel y mucosa oral

de la serpiente Crotalus aquilus (Hernandez, 2019).

Ensayo antimicrobiano

Se evaluaron tres cepas de laboratorio: Staphylococcus saprophyticus
ATCC BAA-750, Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Enterococcus casseliflavus
ATCC 700327. La técnica utilizada fue microdilucién en caldo, la cual se realizé bajo
los estandares aprobados en los manuales M0O7 “Métodos para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana por dilucion para bacterias de crecimiento aerdbico”

y M100 “Estandares de rendimiento para la prueba de susceptibilidad
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antimicrobiana” del CLSI (Instituto de estandares clinicos y de laboratorio, por sus

siglas en inglés).

Los péptidos se encontraban en alicuotas de 1 mg/ml, las cuales fueron
ajustadas a 512 ug/ml, posteriormente se realizaron diluciones dobles seriadas para
obtener las concentraciones sugeridas en los manuales mencionados
anteriormente, siendo las siguientes: 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5y 0.25

pa/mil.

Los antibidticos evaluados como control fueron ampicilina y gentamicina,
con los cuales se realiz6 el ajuste a las mismas concentraciones antes
mencionadas.

Los in6culos se realizaron tomando una colonia aislada de placas de agar no
selectivo con una incubacion previa de 18 a 24 horas y re suspendiendo en solucién
salina al 0.85%. Se ajusto la turbidez al estandar 0.5 de McFarland se realiz6 una
mediciébn a 625 nm en espectrofotbmetro Thermo Scientific, esperando una
absorbancia entre 0.08 — 0.12, en la cual se tiene un aproximado de 1 a 2 x 108
UFC/ml segun lo reportado por Balouri et al., (2016). Seguido a esto se realizaron
los calculos y diluciones correspondientes en caldo Mueller Hinton, hasta obtener
una concentracion de 1 x10°, como lo sugiere el manual M07 del CLSI.,

Posteriormente, en una microplaca de 96 pozos, se colocaron 50 pl con el
doble de la concentracién final a evaluar-de los agentes antimicrobianos, esto con
la finalidad de obtener una dilucién 1:2 de cada concentracion una vez que el indculo
fuera depositado en cada pozo. Después de haber realizado esto, la microplaca se

mantuvo a 4°C durante la preparacion del indculo bacteriano.

Finalmente, se.afiadieron 50 pl del in6culo en cada pozo, respetando un
tiempo no mayor a 15 minutos posterior a su ajuste. Se utiliz6 como control positivo
50 ul de agua estéril. mas 50 ul de indculo bacteriano y como control negativo 100
pl de caldo Mueller-Hinton estéril. Se realizaron dos microplacas por cepa a evaluar,
una placa para los antibidticos y otra para los dos péptidos correspondientes. El
ensayo se realizé por triplicado, quedando el disefio experimental de la siguiente

manera:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control |Control {256 |128 |64 32 16 8 4 2 1 0.5
negativo | positivo [ pg/ml | pg/ml { pg/ml | pg/ml| ug/ml | pg/ml | pg/ml| pg/ml | pg/mi | pg/ml
Control |Control {256 |128 |64 32 16 8 4 2 1 0.5
negativo | positivo [ pg/ml | pg/ml { pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml| pg/ml | pg/mi | pg/ml
Control |Control {256 |128 |64 32 16 8 4 2 1 0.5
negativo | positivo [ pg/ml | pg/ml { pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml| pg/ml | pg/mi | pg/ml
0.25 0.125 |256 (128 |64 |32 16 8 4 2 1 0.5
pg/mi pg/ml [pg/ml | pg/ml | pg/ml| pg/ml | pg/ml| pg/ml|pug/ml | pg/ml | pg/ml| pg/mi
0.25 0.125 |256 (128 |64 |32 16 8 4 2 1 0.5
pg/ml pg/ml - {pg/ml | pg/ml| pg/ml| pg/ml | pg/ml | pg/ml| pg/ml | pg/ml | pg/mi| pg/mil
0.25 0.125 |256 (128 |64 |32 16 8 4 2 1 0.5
pg/mi pog/ml fpg/ml| pg/ml|pug/ml|pg/ml|pg/ml| pg/ml | pg/ml| pg/mlpug/ml | pg/mi
0.25 0.25 0.25
pg/mi pg/ml - [pg/ml|0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.125 |0.125 |0.125
pg/ml pg/ml - [pg/ml| 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Figura 3 Disefio experimental, donde en azul se muestran los pozos usados en un agente
(ampicilina o pep23) y en melocotén los usados en otro (gentamicina o pep34).

Concluido este proceso, cada microplaca fue sellada con plastico film e incubada a
37°C por 20 horas.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

b { Con formato: Normal

La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus
siglas en inglés) se llevd a cabo por la comparacion de la turbidez de los pozos
control con aquellos que contenian los agentes antimicrobianos, tanto a simple vista
como por-lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 655 nm en un lector

de placas.

Posteriormente se determind la MIC, definida por el CLSI como “la

concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que previene el crecimiento
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visible de un microorganismo®. Y a estos valores obtenidos, se calculd la media

aritmética vy la desviacion estandar para los valores de absorbancia obtenidos en la

lectura.

Resultados
Resultados

Se muestran las absorbancias de los ensayos antimicrobianos con las
cepas de S. saprophyticus ATCC BAA-750 (Tabla 1) S. typhimurium ATCC 14028
(Tabla 2) y E. casseliflavus ATCC 700327 (Tabla 3) obtenidas a una longitud de
onda de 655 nm en el lector de microplacas. En cada tabla se pueden observar la

media aritmética, la desviacion estandar y la concentracion minima inhibitoria (MIC).

La comparacion se llevd a cabo tomando como referencia los valores
obtenidos del control positivo (agua estéril mas in6culo) y del control negativo (caldo

Mueller Hinton estéril).

Tabla 1 Absorbancias y analisis estadistico de Staphylococcus saprophyticus

ATCC BAA-750.
Staphylococcus saprophyticus ATCC BAA-750

Control (+) Control (-) |Ampicilina | Gentamicina |Péptido 23 | Péptido 34
Absorbancia
1 0.291 0.034 0.039 0.03 0.033 0.091
Absorbancia
2 0.287 0.018 0.046 0.03 0.018 0.032
Absorbancia
3 0.237 0.031 0.097 0.031 0.032 0.036
Media
aritmética | 0.271666667 |0.0276667 |0.0606667 |0.030333 0.0276667 |0.053
Desviacion
estandar 0.030088758 |0.0085049 |0.0316596 |0.00057735 |0.0083865 |0.0329697
MIC pg/ml - 1 pg/ml 0.125 pg/ml |2 pg/ml 4 pg/ml
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Tabla 2 Absorbancias y analisis estadistico de Salmonella typhimurium ATCC

14028.

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Control o . o Péptido
Control (+) 0 Ampicilina | Gentamicina Péptido 23 34

Absorbancial | 599 0031 |0.033 0.039 0.03 0.078
Absorbancia 2 | 554 0.018 |0.02 0.037 0.018 0032
Absorbancia 3 | () 394 0029 |0.033 0.041 0.03 0.034
Media
aritmética 0.372 0.026 |0.0286667 |0.039 0.026 0.048
Desviacion
estandar 0.042508823 |0.007 | 0.0075056 |0.002 00069282 |0.026
MIC pg/ml - - 0.5 pg/ml 0.25 pg/ml 2 pg/ml 8 pg/ml

A
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Tabla 3 Absorbancia y andlisis estadistico de Enterococcus casseliflavus ATCC

700327.
Enterococcus casseliflavus ATCC 700327

Control (+) Control (-) | Ampicilina |Gentamicina | Péptido 23 |Péptido 34
Absorbancia
1 0.297 0.178 0.042 0.077 0.046 0.068
Absorbancia
2 0.23 0.019 0.025 0.049 0.018 0.03
Absorbancia
3 0.257 0.029 0.043 0.034 0.035 0.059
Media
aritmética 0.261333333 |0.0753333 |0.03766 0.053333333 |0.033 0.0523333
Desviacion
estandar 0.033709544 |0.0890524 |0.009073 |0.021825062 |0.0141067 |0.0198578
MIC pg/ml 0125

- - png/mi 1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml

Las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas en el caso de S.
saprophyticus ATCC BAA-750 en el ensayo con ampicilina fue de 1 pg/ml, con
gentamicina de 0.125 pg/ml, el péptido de 34 aminoacidos 4 pg/ml y el péptido
derivado, de 23 aminoécidos, de 2 pg/ml. Con S. tyiphiymurium ATCC 14028, la
concentracion de ampicilina fue de 0.5 pg/ml, la gentamicina obtuvo una
concentracion de 0.25 pg/ml, el péptido de 23 aminoacidos una de 2 ug/ml y el
péptido completo fue de 8 pg/ml. En el caso de E. casseliflavus ATCC 700327 la
ampicilina fue a una concentracion de 0.125 pg/ml, la gentamicina a una de 1 pg/ml,
el péptido de 23 aminoacidos a 2 ug/mly el péptido de 34 aminoéacidos de 4 pg/ml.
Segun el manual M100 del CLSI, todos estos valores estan dentro del rango
establecido al cual las bacterias se consideran susceptibles a los antibiéticos

evaluados.

En'la Tabla 4 se muestra el resumen y la comparacion de las
concentraciones minimas inhibitorias obtenidas de cada uno de los agentes

antimicrobianos.
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Tabla 4 Concentracion minima inhibitoria obtenida en pg/ml

Concentraciéon Minima Inhibitoria

Microorganismos

Ampicilina

Gentamicina

23

aminoacidos

Péptido

34

aminoacidos

Péptido

S. saprophyticus

ATCC BAA-750 1 pg/mi 0.125 pg/ml |2 pgml 4 pg/ml
S. typhimurium

ATCC 14028 0.5 pg/ml | 0.25 pg/ml 2 pg/ml 8 pg/ml
E. casseliflavus |0.125

ATCC 700327 pag/mi 1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/mi

En la Tabla 5 se muestra la concentracion minima inhibitoria expresada en

micromoles.

Tabla 5 Concentracién minima inhibitoria en pM.

Concentracién Minima Inhibitoria en pM

Microorganismos

Ampicilina

Gentamicina

23
aminoacidos

Péptido

34
aminoacidos

Péptido

S. saprophyticus

2.86 uM 0.26 uM 0.70 uM 0.95 uM
ATCC BAA-750 ', H " "
S. typhimurium

1.43 pM 0.52 uM 0.70 uM 1.91 uM
ATCC 14028
E. casseliflavus

0.357 uM | 0.26 uM 0.70 uM 0.95 uM

ATCC 700327

33



Discusioén

Si se comparan los resultados de los cuatro antimicrobianos utilizados se
puede observar que en lo que respecta al Staphylococcus saprophyticus el mas
eficiente fue la gentamicina con una concentracién minima inhibitoria de 0.125
pg/ml, seguido por la ampicilina con 1 pg/ml, posteriormente por el péptido de 23
aminoacidos con una concentracion de 2 pg/ml y por ultimo el péptido de 34

aminoacidos con 4 pug/ml de concentracion.

En cuanto a Enterococcus casseliflavus, otra bacteria Gram negativa se
obtuvo una concentracion minima inhibitoria de 0.125 pg/ml frente a la ampicilina, 1
pg/ml fue lo obtenido frente a la gentamicina, mientras que el péptido de 23
aminoacidos obtuvo una concentracion de 2 ug/ml y el péptido de 34 ‘aminoacidos

presento una concentracién minima inhibitoria de 4 pg/ml.

En el caso de la bacteria Gram negativa Salmonella typhimurium presenté
una MIC frente a la ampicilina de 0.5 pg/ml, con la gentamicina present6 0.25 ug/ml,
el péptido de 23 aminoacidos obtuvo una concentracion de 2 pg/mly el péptido de

34 aminoécidos de 8 pg/ml.

Como se puede observar, en todos los casos, con excepcion del
Enterococcus, la menor concentracién fue dada por la gentamicina, esta diferencia
puede ser explicada por su mecanismo de accion, este farmaco actda inhibiendo la
traduccion del ADN de la bacteria-al unirse a la unidad S30 del ribosoma, con lo que
inhabilita el crecimiento bacteriano, mientras que la ampicilina actta inhibiendo la
Ultima etapa de la sintesis.de la pared celular, uniéndose a las proteinas llamadas
PBPs (Penicillin-Binding Proteins), sin embargo, la ampicilina no resiste la accion
hidrolitica de las betalactamasas de muchas especies de Staphylococcus (Monroy
et al, 2003).

En el.caso del Enterococcus casseliflavus la bibliografia refiere que esta
bacteria presenta resistencia natural a diversos farmacos, incluyendo

aminoglucdsidos y B-lactamicos, esta resistencia es dada por la presencia de genes
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especificos que modifican la composicion de la pared bacteriana y otros

mecanismos como la transmisién de plasmidos (Palomo, 2012).

En cuanto a las concentraciones obtenidas por la catelicidina de Crotalus
aquilus y su péptido derivado se puede apreciar que son mas elevadas en
comparacion con los dos antibiéticos utilizados, siendo el péptido de 23 aminoacidos
50% mas efectivas que la catelicidina completa frente a las bacterias Gram
positivas, mientras que el péptido de 34 aminoacidos obtuvo una concentracion
cuatro veces mayor a la obtenida por su derivado contra Salmonella, lo cual se
explica con la naturaleza de estas bacterias y el mecanismo de los péptidos
antimicrobianos, el cual se lleva a cabo formando poros en la membrana plasmatica
de la célula, lo cual en las bacterias Gram negativas se puede ver dificultado por la

presencia de la doble pared celular que estas presentan.

Hernandez-Arvizu (2019) llevé a cabo un ensayo antimicrobiano mediante
microdilucién en donde utilizo el péptido catelicidina completo-de 34 aminoéacidos,
un péptido derivado de 23 aminoacidos, ampicilina y gentamicina frente a tres
especies de bacterias, E. coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
Las concentraciones que reporta para las bacterias Gram negativas son de 2 a 4
pg/ml para los péptidos catelicidina, estos resultados son comparables con los
obtenidos en el presente trabajo, pues las concentraciones obtenidas para la
bacteria Gram negativa evaluada (S. typhimurium ATCC 14028) fueron 8 pg/ml,
correspondiente al péptido completo de catelicidina, (teniendo una variacion del
doble sobre el ensayo de Hernandez-Arvizu) y 2 pg/ml para el péptido de 23
aminoacidos. En cuanto a S. aureus, una bacteria Gram positiva, Hernandez- Arvizu
obtuvo concentraciones'de 8 ug/ml con el péptido completo y 4 pg/ml con el péptido
de 23 aminoécidos, en comparacion con nuestros resultados frente a las bacterias
Gram positivas (S. saprophyticus y E. casseliflavus) que presentaron una
concentracién minima inhibitoria de 4 ug/ml en los ensayos con el péptido completo

y de 2 pg/ml para aquellos con el péptido de 23 aminoacidos.

Al analizar estos resultados podemos darnos cuenta de que estos péptidos

son eficientes contra bacterias Gram positivas y Gram negativas
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Las catelicidinas son péptidos catidnicos, esta propiedad permite su
interaccién con los fosfolipidos anionicos de la membrana bacteriana; también se
sabe que son de caracter anfipatico, es decir tienen regiones apolares (con
aminoacidos hidrofébicos) y regiones con cargas positivas (aminoécidos catidnicos,
arginina, lisina o histidina), lo que facilita que posterior a la atraccion de las regiones
catidnicas con los fosfolipidos aniénicos, los lipopolisacéaridos y los acidos teicoicos,
las regiones polares interaccionen con las cadenas polares de los fosfolipidos,
lograndose la insercién del péptido en la membrana microbiana. Aunado a eso, los
péptidos antimicrobianos son flexibles, lo cual permite la interiorizacion de estos

hacia el citoplasma bacteriano (Castafieda-Casimiro, J. et al., 2009).

Diversos péptidos antimicrobianos y sus derivados han sido descritos.y
evaluados frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, un ejemplo es la
Crotalicidina (Ctn), reportada por Falcao et al. (2014) la cual frente a bacterias Gram
positivas obtuvo un rango de concentraciones que va de 32 pg/ml a 128 ug/mly su
péptido derivado (Ctn 1-14) de 36 a 71 pg/ml, por otro lado OH-CATH, reportada
por Zhang et al. (2010) obtuvo valores que van de 4 a 8 pg/ml, mientras que su
derivado OH-CATH30 obtuvo uno de 3.125 a 25 pg/ml, en el caso de lo reportado
por Lin Wei et al. (2015), la catelicidina de ‘la serpiente marina Hydrophis
cyanocinctus (Hc-CATH), presenta un rango frente a bacterias Gram positivas de
4.69 a >200 pg/ml, cabe resaltar que en este Ultimo estudio se utilizaron diversas

cepas de aislados clinicos, por lo gue se desconoce su capacidad de resistencia.

En cuanto a la catelicidina de Crotalus aquilus se obtuvieron rangos de 4
a 8 ug/ml para el péptido maduro'y su derivado obtuvo rangos de 2 a 8 ug/ml._En
cuanto a los rangos obtenidos por estos péptidos frente a bacterias Gram negativas,
se observa que la Ctn obtuvo valores de 0.25 a 16 pg/ml, su derivado Ctn 1-14
obtuvo rangos mayores a 128 pg/ml, OH-CATH presento valores de 2 a 16 pg/ml,
su derivado OH-CATH30 un rango de 1.56 a 25 pg/ml y Hc-CATH reportan valores
de_0.59 hasta >200 pg/m, para el péptido de 34 aminoacidos de Crotalus aquilus se
obtuvo un rango de 2 a 8 ug/ml y para su derivado de 23 aminoacidos fue de 2 pg/mi

para todas las bacterias Gram negativas evaluadas.
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Se puede observar que las concentraciones minimas inhibitorias del
péptido de Crotalus aquilus y su derivado estan en los rangos mas bajos, siendo el

segundo ligeramente mas efectivo.

Por otro lado, al comparar las concentraciones minimas inhibitorias en
escala micromolar (UM), se aprecia que existe una diferencia significativa con la
ampicilina, cuya concentracion efectiva va de 0.357 UM a 2.86 uM para las bacterias
Gram positivas y de 1.43 pM para la bacteria Gram negativas, en general los
péptidos mantuvieron una diferencia significativa favorable frente a las tres cepas
de laboratorio con las cuales se realiz6 el ensayo. En el caso de la gentamicina, se
obtuvo una concentracion de 0.52 uM para S. typhimurium, siendo mas efectiva
gue ambos péptidos, sin embargo, la diferencia es minima, siendo sélo de 0.18 pM
con respecto al péptido de 23 aminoacidos. En el caso de las bacterias Gram
positivas se obtuvo una concentraciéon minima inhibitoria de 0.26 pM, mostrando

mayor efecto, pero al igual, con una diferencia no significativa.

En general se puede observar que el péptido de 23 aminoacidos presenta
concentraciones minimas inhibitorias ligeramente. menores al péptido de 34
aminoacidos. Podemos atribuir esta efectividad a los valores que presenta en
cuanto a hidrofobicidad, carga neta y a su momento hidrofobico, pues a pesar de
ser un derivado del péptido maduro conserva valores similares a los obtenidos por
otros autores en diversas catelicidinas-encontradas en serpientes y que han sido
eficientes al evaluarse su actividad antimicrobiana. Un punto importante para
resaltar es el hecho de que otros péptidos derivados no han tenido la misma
efectividad que su péptido maduro correspondiente y por el contrario sus indices de
efectividad presentan concentraciones muy elevadas, como es el caso de la
Crotalicidina reportada por Falcao et al (2014) que frente a S. aureus reporta una
MIC de 32 pg/ml, mientras que su péptido derivado de 1 a 14 aminoacidos presenta

una concentracion minima inhibitoria de mas de 128 pg/ml.

Como se menciona antes, en los péptidos antimicrobianos hay dos
caracteristicas que se deben considerar importantes, estas son el indice de

hidrofobicidad y el momento hidrofébico, ya que junto con la carga neta y la
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capacidad para tomar una forma helicoidal tendran influencia sobre la efectividad
antimicrobiana o el grado de citotoxicidad que puedan presentar (Dathe &
Wieprecht, 1999). En este caso tomaron los primeros 14 aminoécidos del péptido
maduro y obtuvieron una carga neta de +9, una hidrofobicidad de -0.012 y un
momento hidrofébico de 0.763, valores que diferian considerablemente del original,
en el cual la carga neta se observé de +16, la hidrofobicidad de 0.263 y el momento
hidrofébico de 0.440, diferencia que a su vez se vio reflejada en su capacidad

antimicrobiano, siendo la crotalicidina mas eficaz que su péptido derivado.

Otro ejemplo, es la catelicidina OH-CATH reportada por Zhang et al (2010),
la cual presenta hidrofobicidad de 0.172, momento hidrofébico de 0.457 y unacarga
neta de +15, mientras que su péptido derivado de 30 aminoacidos OH-CATH30,
presenta los siguientes valores, hidrofobicidad de 0.235, momento hidrofébico de
0.417 y carga neta de +12, por ultimo, otro de sus derivados, el péptido OH-CATH6
presenta hidrofobicidad de 0.101, momento hidrofobico de 0.730 y carga neta de
+10. Si comparamos los resultados obtenidos en los ensayos antimicrobianos, se
observa una MIC de 2 pg/ml del péptido maduro frente a E. coli, de 6.25 pg/m para
OH-CATH30 y para OH-CATH6 una concentracion de 12.5 ug/ml contra esta misma
cepa. En estos valores se puede apreciar la correlacion entre la capacidad

antimicrobiana del péptido y sus caracteristicas de carga neta y anfipaticas.

El momento hidrofébico “es una medida cuantitativa de la anfipaticidad del
péptido, se define como la suma vectorial de los aminoacidos individuales” (Dathe,
1999). EI mismo autor refiere la-hidrofobicidad como “la capacidad de un péptido
para pasar de una solucién acuosa a una fase hidrofébica”. Estas dos
caracteristicas en conjunto con la carga neta, la cual se relaciona con la interaccion
primaria con la membrana bacteriana van a establecer la capacidad del péptido para
generar un efecto antimicrobiano, sin embargo, también pueden tener efectos sobre
la citotoxicidad de este. Considerando que los valores del péptido derivado de C.
aquilus son cercanos a los reportados en otros péptidos maduros, podria explicarse
la razén por la que su efecto antimicrobiano corresponde a concentraciones

minimas y cercanas a la de la catelicidina madura.
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Esto es importante resaltar pues al ser un péptido de menor tamafio hace
gue su sintesis quimica disminuya su costo. Por otro lado, no se ha reportado hasta
ahora la eficacia de un péptido derivado por sobre la del péptido base. Esta situacion
expone un punto favorable para continuar con su investigacién y su posterior

produccion con un enfoque clinico y de patente.
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Conclusiones

La catelicidina de la vibora de cascabel Crotalus aquilus es un péptido con
capacidad antimicrobiana que presenta un amplio espectro frente bacterias Gram
negativas y Gram positivas. La catelicidina madura completa y su péptido derivado
inhiben el crecimiento de las bacterias evaluadas a concentraciones comprendidas
entre 0.95 — 1.91 pM y 0.70 pM, respectivamente. En la mayoria de los casos
demostraron ser mejores inhibidores que la ampicilina y la gentamicina, antibiéticos

utilizados en este trabajo para la comparacion de la actividad antimicrobiana.

Los péptidos antimicrobianos son una alternativa para generar nuevos
farmacos que actuen frente a microorganismos que actualmente tienen resistencia
a los medicamentos disponibles en el mercado. Es importante continuar con los

esfuerzos dentro de la investigacion de este tipo de moléculas.

Perspectivas

1. Evaluar capacidad antimicrobiana - frente a microorganismos
resistentes.

2. Evaluar las interacciones fisiologicas de la catelicidina de C. aquilus y
su péptido derivado.

3. Establecer el mecanismo de accion especifico de estos péptidos frente

a diferentes microorganismos.

»

4. Evaluar la capacidad de accion de estos péptidos frente a otros

microorganismos como hongos y parasitos.
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