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1. RESUMEN

El uso excesivo e incorrecto de los antibiéticos, ha causado un incremento en la incidencia de infecciones
bacterianas ocasionadas por cepas resistentes a su accién, como consecuencia de esta problematica ha
surgido la necesidad de identificar y desarrollar agentes antimicrobianos novedosos, que permitan el

control de la multirresisitencia a los antibioticos.

Los peptidos antimicrobianos (PAMSs), son moléculas naturales o sintéticas que se han propuesto como
una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevos antibiGticos. Debido a que presentan
caracteristicas como un amplio espectro de actividad antimicrobiana, sobre bacterias Gram negativas y
Gram positivas, hongos, parasitos y virus; adicionalmente a diferencia de los antibioticos convencionales
los PAMs presentan multiples blancos de accion en las celulas bacterianas, inclyendo la disrupcion de la
membrana plasmatica o interfiriendo con procesos como la sintesis de la pared celulrar, ADN, ARN y
proteinas como los mas importantes, por los PAMs pueden ejercer sus efectos bactericidas de forma
directa o actuar como adyuvantes y potenciadores de otras moléculas antibi6ticas. La combinacién de
antibidticos con peptidos antimicrobianos puede potenciar su espectro antimicrobiano respecto a su uso

por separado.

En el veneno de diferentes animales, como los aracnidos, se han identificado una gran variedad PAMs,
un ejemplo de estas moléculas, es el péptido denominado Css54 proveniente del alacran Centruroides
suffusus suffusus, este péptido tiene una longitud de 25 aminoacidos y un peso molecular de 2,870.4 Da,
presenta actividad antibidtica de amplio espectro, efectos hemoliticos sobre eritrocitos humanos y la

capacidad de potenciar los efectos de antibiéticos comerciales.

En un trabajo previo mediante ingenieria de proteinas y sintesis quimica se generaron dos péptidos cortos
(14 y 15 aminoé&cidos), a partir de la secuencia del péptido Css54 con actividades bactericidas sobre E.
coli y S. aureus, en este trabajo se evalu6 el efecto de estos péptidos cortos en combinacién con
antibioticos, esto para poder potenciar sus efectos antimicrobianos sobre cepas bacterianas de interés

clinico como E. coli y S. aureus.

Primero se realizé la verificacion de las cepas de S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922, lo cual nos
dio como resultado que se encontraban puras. Se evalud la susceptibilidad de cada cepa con diferentes
antibioticos, mediante la técnica de Kirby-Bauer de acuerdo con lo estipulado por el CLSI. De acuerdo a lo
esperado, debido a que son cepas de coleccion ATCC, ambas cepas bacterianas fueron sensibles a los
antibioticos probados (Ampicilina, Cefotaxima, Gentamicina, Cefepime, Levofloxacina, Sulfametoxazol/

Trimetoprima y Tetraciclina). Este ensayo nos ayudo para elegir los antibioticos para realizar las
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combinaciones con los dos péptidos cortos. El antibi6tico seleccionado fue Ampicilina que tiene como

blanco de accién, la pared celular.

Los dos péptidos cortos de Css54 se purificaron a homogeneidad por HPLC y se identificaron por
espectrometria de masas, el péptido Css54[15E]** presenté un PM de 2009.5 Da, mientras que el
péptidoCss54[14]*° un PM de 1880.4 Da.

Una vez que se purificaron los péptidos, se cuantificaron y se llevaron a diferentes concentraciones, para
evaluarlos con las dos cepas; y obtener las CMIs, mediante el método de dilucion en liquido. El péptido
Css54[15E]* presenté una CMI de 25 uM con S. aureus y una CMI de 50 uM con E. coli, mientras que el
péptido Css54 [14]*° presentd valores de CMI de 25y 12.5 uM con S. aureus; y una CMI de 50 uM con E.
coli.

Posteriormente se realizd un ensayo en liquido para determinar las CMI del antibiético a diferentes
concentraciones en ambas cepas, Ampicilina presenté una CMI de 2.6925uM (1pg/ml) con S. aureus y una
CMI de 6.7314puM (2.5pg/ml) con E. coli.

Por Gltimo, se realizaron las combinaciones del péptido Css54 [15E]** y Ampicilina, para evaluarlas en
ensayos por el método en liquido. Estas combinaciones fueron evaluadas en E. coli ATCC 25922,
obteniendo como resultado que los efectos inhibitorios eran menores, a los obtenidos cuando estos trabajan
por separados. También se realizaron combinaciones del péptido Css54 [14]*° y Ampicilina; la cuales,
fueron evaluadas en S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922. Los efectos que se observaron fueron
menores a los obtenidos cuando el péptido y Ampicilina trabajan por separado, es decir, se obtuvo efectos
antagonicos. Por lo que en trabajos posteriores se evaluara el potencial antimicrobiano de estas variantes en
combinacion con antibidticos con blancos de accion intracelulares de comerciales sobre bacterias
multirresistentes a los antibioticos, ya que nuestras variantes cortas en combinaciéon con ampicilina no
pueden potenciar sus efectos, pero con otros antibi6ticos si podria tener efectos potenciadores. Tal es el caso
de La47 que en combinacién con ampicilina tiene efectos antagénicos, mientras que, con Cloranfenicol,

Estreptomicina y Kanamicina presenté efectos potenciadores.



1. INTRODUCCION

1.1. Antibidticos

Los antibidticos son sustancias quimicas especificas derivadas o producidas por algunos microorganismos,
que incluso en pequefias concentraciones son capaces de destruir o inhibir el desarrollo de las bacterias (De
Ahumada-Vazquez, et al., 2002). En el siglo XX el descubrimiento de los antibidticos se convirti6 en la
solucioén a las multiples enfermedades producidas por agentes infecciosos, desde entonces, su empleo clinico
ha permitido disminuir la morbimortalidad asociada a diversas patologias de forma muy significativa
(Cabrera et al., 2007; Alvo, et al., 2016).

1.1.1. Clasificacion de los antibidticos

Las clasificaciones de los antibidticos se establecen de acuerdo con su efecto de accion sobre la bacteria
blanco o en funcidn de su mecanismo o estructura celular bacteriana sobre la cual ejercen su accion (Calvo
y Martinez-Martinez, 2009).

De acuerdo con su efecto de accién sobre las células bacterianas los antibiéticos se clasifican en:

a) Bactericidas: ejercen una accidn letal para la bacteria, es decir destruye la bacteria.

b) Bacteriostaticos: solo inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano.

Segln su mecanismo de accidn, los antibidticos se clasifican en: 1) Inhibidores de la sintesis de la pared
celular bacteriana, 2) Antibi6ticos que afectan la permeabilidad de la membrana bacteriana, 3) Inhibidores
de la sintesis proteica y 4) inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos (Calderén y Perdue-Sabundayo,
2007; Falconer et al., 2011; Kohanski et al., 2010; Molina-Lépez, 2015). En la Tabla 1 se enumeran
ejemplos de antibioticos pertenecientes a cada uno de estos grupos y en la Figura 1 se presentan los agentes

antibacterianos mas comunes y sus sitios de accién dentro de la estructura bacteriana.



Tabla 1. Ejemplos de antibidticos clasificados con base en su mecanismo de accién

Mecanismo de accion Tipo de antibidtico

Penicilinas
Cefalosporinas
1. Inhibicién de la sintesis de la pared celular Vancomicina
Teicoplanina
Bacitracina
Polimixinas
Colistinas
Nistatina
Anfotericina B
Cloranfenicol
Tetraciclina
Aminoglucésidos
Eritromicina
Quinolonas
Sulfonamidas
Rifampicina
Trimetoprima
Calderon y Perdue-Sabundayo, 2007; Falconer et al., 2011; Kohanski et al., 2010; Molina-Lo6pez, 2015.

2. Lesion en la permeabilidad de la membrana celular

3. Inhibicién de la sintesis proteica

4. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

Beta lactamicos,
f— péptidos ¥
glucopéptidos,
nitrofuranos

Sulfas
Aminogluco trimetoprima
tetraciclinas

Ionoforos,
péptidos

Ribosoma 305 — Quinolonas el

\ Rifamicinas
Ribosoma 505" ’\j_]j\_, 1
~

mensajers

Cloranfenicol
Maerdlidos

Aziieares complejos /

ADN
Membrana bacteriana

Pared bacteriana

Figura 1. Esquema de estructuras bacterianas que incluye pared, membrana, ribosoma y acidos nucleicos,
asi como algunos ejemplos de antibiéticos que acttan sobre ellos (Errecalde, 2004).

e 1) Inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana: La pared celular protege la integridad
de la bacteria, esta es esencial para su supervivencia. La pared celular soporta su gran presion
osmdtica interna (mayor en las bacterias Gram positivas) y la usencia de esta capa genera la muerte
celular bacteriana (Calvo y Martinez-Martinez, 2009). Por lo tanto, los antibidticos que inhiben la
sintesis de peptidoglicano (compuesto esencial de la constitucion y ensamblaje de la pared celular),
necesitan que las bacterias se encuentren en crecimiento activo para poder ejercer su accion y para

ejercer su accion bactericida requieren que el medio en que se encuentre la bacteria sea isotonico o



hipotonico, lo que favorece la lisis celular cuando la pared celular se pierde o se desestructura.
Suelen ser mas activos sobre las bacterias Gram positivas por su mayor riqueza en peptidoglucano
(Calvo y Martinez-Martinez, 2009). Algunos ejemplos de antibi6ticos pertenecientes a este grupo
son: los beta lactamicos, los glucopéptidos (Vancomicina, Teicoplanina y Avoparcina), la
Bacitracina y las Estreptograminas (Virginiamicina, Quinupristina-Dalfopristina) (Errecalde,
2004).

2) Antibidticos que afectan la permeabilidad de la membrana bacteriana: La membrana
citoplasmica es muy importante para todas las células, ya que interviene activamente en los procesos
de difusidn y transporte activo, y de esta forma controla la composicion del medio interno celular.
Las sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad, y provocan la salida de
ionesesenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas concentraciones alteran el
metabolismo bacteriano normal. Los antimicrobianos que actlian en esta estructura se comportan
como bactericidas, incluso en bacterias en estado de latencia, y pueden tener alta toxicidad sobre
las células humanas, al compartir algunos componentes de la membrana citoplasmica (Calvo y
Martinez-Martinez, 2009). A este grupo pertenecen las Polimixinas que tienen actividad de tipo
detergente, debido a que rompen la porcion fosfolipidica de la membrana de las bacterias Gram
negativas (Errecalde, 2004). Otro antibi6tico que actla en la membrana es la Gramicidina, la cual
produce un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la formacion de poros por donde puede
haber pérdida del contenido citoplasmético de la bacteria (Molina-Lopez, 2015).

3) Inhibidores de la sintesis proteica: La sintesis proteica es uno de los procesos mas
frecuentemente afectados por la accion de los antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es posible
gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Los ribosomas
bacterianos estan formados por dos subunidades (30S y 50S), que contienen ARN ribosémico
(ARNr 16S en la subunidad 30S, y ARNr 5S y ARNr 23S en la subunidad 50S) y diversas proteinas
llamadas S (small o pequefia, en la subunidad 30S) o L (large o grande, en la subunidad 50S). Los
Aminoglucésidos y Aminociclitoles acttan a nivel de la porcion 30S del ribosoma, induciendo
errores en la lectura de la informacion aportada por el ARN mensajero. De esta manera, la proteina
que se sintetice contendra errores y no sera Util. También son capaces de inducir alteraciones de las
membranas. Las Tetraciclinas, por su parte, también se unen al ribosoma en la porciéon 30S
inhibiendo la union del aminoacil RNAt al ribosoma, s6lo que esta unién no es definitiva sino
temporal, por lo cual ejerce sélo un efecto bacteriostatico. ElI Cloranfenicol, Tianfenicol y
Florfenicol, acttan a nivel de la porcion 50S del ribosoma, inhibiendo la transpeptidasa, lo que
impide que se formen los péptidos. Las lincosamidas y macrélidos, también se unen a la porcion
508, inhibiendo la translocacion. Todos estos mecanismos, de una u otra manera, detienen o desvian

la sintesis de proteinas. La mayoria de los antibidticos de este grupo tienen actividad bacteriostatica,
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en cambio los Aminoglucosidos se comportan como bactericidas. La accion bactericida o
bacteriostatica es dependiente de las concentraciones del antimicrobiano, y del microorganismo
afectado (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Errecalde, 2004; Molina-L6pez, 2015).

e 4) inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos: La informacion del ADN debe duplicarse
(replicacién) cuando la bacteria se divide, para transmitir esta informacién a la descendencia. La
replicacién y la transcripcion del ADN se realizan en varias fases con la participacién de diferentes
enzimas y sustratos, ademas del ADN molde, que constituyen dianas para la accion de diversos
antibidticos. Los antibidticos pueden interferir a diferentes niveles en la sintesis de los acidos
nucleicos. Pueden inhibir la sintesis de nucleotidos o causar una interconversion de nucleotidos,
pueden interferir con polimerasas involucradas en la replicacion y transcripcion del ADN. Entre
ellos tenemos a las Sulfamidas y Trimetoprima cuya accion como antimetabolitos, impide la sintesis
de purinas, los distingue del resto. Las Fluoroquinolonas y Novobiocina actian a nivel de las
cadenas de ADN, impidiendo el superenrrollamiento, por inhibicidn de una topoisomerasa, que es
la girasa de ADN. Los Nitroimidazoles, como Dimetridazol, Metronidazol y Tinidazol dan lugar a
la disrupcion de las cadenas de ADN, impidiendo su reparacion. Los Nitrofuranos, por su parte
impiden la lectura codénica ADN-ARN mensajero (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Errecalde,
2004; Molina-Lopez, 2015). En la Tabla 2 se presenta ejemplos de antibidticos, resaltando los
mecanismos o blancos de su accion, asi como su espectro de actividad, organizados de acuerdo con

la clasificacion quimica de los antibidticos.

Tabla 2. Clasificacion quimica de los antibidticos, algunos ejemplos, modo de accién y espectro
simplificados (Errecalde, 2004).

Grupo Mecanismo de accion | Miembros Espectro
Beta lactamicos: | Inhiben la sintesis de Pen!c!l!na G Gram positivos
A ared Penicilina V

Penicilinas p o — 5

Ampicilina Gram positivos y negativos
Gram positivos y negativos, actividad

Cefalexina frente a Estafilococos productores de

Beta lactamicos: | Inhiben sintesis de penicilinasa

Cefalosporinas pared Cefuroxima Mer_wc_)r actividad frente a _Gram

positivos que contra Gram negativos
Moxalactam Gram positivos, enterobacterias
AMicos: Acido clavulanico .
Betg . lactamicos Se une a la beta Bacterias productoras de beta
Inhibidores de la . . Sulbactam
lactamasa inactivandola lactamasa

Beta lactamasa Tazobactam

Beta lactamicos: | Inhiben sintesis de Imipenem-cilastatina Gram positivos y negativos, aerobios

Carbapenems pared y anaerobios

. Inhltzjen sintesis de Aztreonam Gram negativos aerobios

Beta lactamicos:; | Paré

Monobactams Inhiben sintesis Neomicina

Aminoglucésidos proteica porcién 30S Gentamicina Gram negativos

ribosomal




Continuacioén de la Tabla 2.

Grupo

Mecanismo de accion

Miembros

Espectro

Aminociclitoles

AzUlcares complejos o
Lincosamidas

Rifamicinas

Péptidos
Glucopéptidos
Estreptograminas

Macrolidos
Rifamicinas
Péptidos
Glucopéptidos

Estreptograminas
Macrélidos

Fenicoles

Tetraciclinas

Fluoroquinolonas

Sulfonamidas

Diaminopirimidinas
lonoforos

Nitrofuranos

Nitroimidazoles

Inhiben sintesis proteica
porcion 30 S ribosomal

Inhiben sintesis proteica
porcion 50S ribosomal

Inhibe ARN polimerasa
Desorganizan
membrana

Inhibe sintesis de pared

Inhibe
transferasa
Inhibe sintesis proteica
porcién 50S ribosomal
Inhibe ARN polimerasa
Desorganizan

peptidil

membrana
Inhibe sintesis de pared
Inhibe peptidil
transferasa

Inhibe sintesis proteica
porcién 50S ribosomal
Inhibe sintesis proteica
porcién 50S ribosomal

Inhibe sintesis proteica
porcién 30S ribosomal

Inhiben ADN girasa

Interfieren la sintesis de
acido félico

Interfieren sintesis de
acido tetrahidrofolico

Alteran flujo de
membrana
Previenen traslacion

ARN mensajero
Disrupcion del ADN

Espectinomicina

Lincomicina
Clindamicina
Pirlimicina
Rifampicina
Polimixina B

Vancomicina
Teicoplanina

Virginamicina
Eritromicina
Oleandomicina
Rifampicina
Polimixina B

Colistin
Vancomicina

Virginamicina

Eritromicina
Tilosina

Cloranfenicol
Oxitetraciclina
Doxiciclina

Enrofloxacina
Danofloxacina
Sulfanilamida
Sulfadiazina
Sulfatiazol
Ftalilsulfatiazol
Trimetoprima
Baquiloprima
Monensina
Salinomicina
Nitrofurazona
Furazolidona
Metronidazol
Dimetridazol

Gram negativos y micoplasmas

Gram  positivos
micoplasmas

anaerobios 'y

Gram positivos y micobacterias

Pseudomonas aeruginosa

Gram positivos y negativos

Gram positivos y negativos, aerobios
y anaerobios

Gram positivos y negativos
Gram positivos y micobacterias
Pseudomonas aeruginosa
Gram positivos y negativos

Gram positivos, aerobias y anaerobias

Gram positivos y negativos

Gram  positivos y  negativos,
Rickettsias y Chlamydias
Gram  positivos y  negativos,

Rickettsias, chlamydias y algunos
protozoos

Gram positivos y Gram negativos

Gram  positivos
Coccidios

y negativos, y

Gram positivos y negativos, aerobios

Coccidiosis, promocion del
crecimiento en ganado.

Gram positivos y Gram negativos

Anaerobios

El uso indebido y desmedido de los antibioticos ha hecho que el consumo global de antibi6ticos aumente

de manera impresionante, y a su vez, ha generado que las bacterias se vuelvan resistentes a su accion (WHO,

2017; WHO, 2001). Un grupo de investigadores realizé un andlisis del consumo de antibioticos en 76 paises,

como resultados obtuvieron que entre los afios 2000 y 2015, la tasa de consumo de antibiéticos aumenté en

un 39% (11.3-15.7 dosis diarias por 1,000 habitantes por dia); estos resultados fueron obtenidos de datos

de ventas para farmacias minoristas y de hospitales de la base de datos IMS Health (Klein et al., 2018).




1.2. Resistencia bacteriana a los antibioticos

Por “resistencia a los antibi6ticos” se entiende especificamente a la capacidad que desarrollan las bacterias
comunes causantes de infecciones para resistir la accion de agentes antibidticos. Son las bacterias, y no los
seres humanos ni los animales, las que se vuelven resistentes a los antibioticos (WHO, 2018). Algunas de
las principales causas del incremento de la resistencia bacteriana son: el uso indebido y desmedido de los
antibioticos como en el caso del tratamiento de infecciones menores de la piel, estomacales o de las vias
respiratorias, las deficiencias en la prevencion y control de las infecciones, el uso incorrecto por falta de
acceso a tratamientos apropiados y la subutilizacion debido a la falta de recursos financieros para completar
los tratamientos (WHO, 2001; WHO, 2017). La Organizacion Mundial de la Salud realizé un estudio global
sobre el aumento de enfermedades infecciosas producidas por S. aureus resistentes a meticilina; los

resultados obtenidos fueron publicados de acuerdo a la region a la que pertenecen (Figura 2):

Region de Africa: En algunas zonas de la Region, hasta un 80% de las infecciones por S. aureus

son resistentes a la meticilina, lo cual significa que el tratamiento con los antibiéticos habituales no
funciona.

e Region de las Américas: En algunos entornos, hasta un 90% de las infecciones por S. aureus son
resistentes a la meticilina.

o Regiodn del Mediterraneo Oriental: En algunas zonas de la regién, mas de la mitad de las infecciones
por S. aureus son resistentes a la meticilina.

e Regidn Europea: En algunos entornos, hasta un 60% de las infecciones por S. aureus son resistentes
a la meticilina.

e Region Sury Este de Asia: En algunas zonas de la Region, méas de un 25% de las infecciones por S.
aureus son resistentes a la meticilina.

e Region Pacifico Oeste: En algunas zonas de la Region, hasta un 80% de las infecciones por S.

aureus son resistentes a la meticilina.
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Figura 2. Porcentajes de enfermedades infecciosas producidas por cepas de S. aureus resistentes a
meticilina, publicadas por regiones (WHO, 2017).

El aumento en la resistencia bacteria por los antibiéticos, se debe a que las bacterias sufren cambios en su
DNA (Luna-Negret et al., 2017), ya sea por mutacién o por adquisicion de nuevo material genético (Von
Wintersdorff et al., 2016), los cuales pueden llevarse a cabo mediante diferentes mecanismos de
transferencia horizontal de genes como: transduccion, conjugacion o por competencia para la

transformacion natural por absorcion de DNA extracelular (Bakkali, 2013).

e Transduccion: La transduccion puede ser especializada o generalizada, en este mecanismo
intervienen bacteriéfagos, los cuales pueden transferir genes ventajosos para sus huéspedes
microbianos, a su vez promoviendo su supervivencia y diseminacion. La transferencia de genes se
da de una célula donante (que previamente fue infectada por un bacteri6fago) a otra receptora
(Figura 3C). El DNA transferido puede ser: DNA cromosomico, plasmidos, transposones o islas
gendmicas. La transduccion es especializada, cuando el DNA de una region especifica del
cromosoma del hospedero se integra directamente al genoma del virus y es generalizada, cuando
cualquier porcion del genoma bacteriano se integra y forma parte del genoma del bacteriéfago (Von
Wintersdorff et al., 2016; Karp, 2009).

e Conjugacion: Es el contacto entre dos células bacterianas, una donadora y otra receptora de DNA.
El contacto se da mediante el pili de superficie celular o adhesinas (Figura 3A), a través de las cuales
se transfiere el DNA de la célula donante a la célula receptora (Von Wintersdorff et al., 2016; Karp,
2009).



e Transformacion: Cuando una bacteria originalmente susceptible a los antibidticos capta
fragmentos de ADN procedentes de otra bacteria resistente a algun antibiético, la cual pudo morir
debido a factores ambientales, puede adquirir genes que le confieren resistencia a los efectos de ese
antibidtico (Figura 3B). Mediante este mecanismo las bacterias pueden ir afiadiendo un arsenal de
genes de resistencia a los antibidticos y asi desarrollando resistencia a una amplia gama de estos
compuestos, como es el caso de las cepas multirresistentes, las cuales pueden causar infecciones en
el ser humano y a los animales, y esas infecciones son mas dificiles de tratar que las no resistentes.
Un ejemplo de este tipo de bacterias es S. aureus, bacteria que causa graves estragos en muchos
quiréfanos (Von Wintersdorff et al., 2016; Karp, 2009).

TRANSFORMACION

CONJUGACION

TRANSDUCCION

Figura 3. Mecanismos de transferencia horizontal de genes. Cada cuadrante representa un método diferente
de transferencia de genes. (A) La conjugacion es un proceso que requiere el contacto célula a célula a través
de pili o adhesinas de la superficie celular, a través de las cuales se transfiere el ADN de la célula donante
a la célula receptora. (B) La transformacion es la captacion, integracion y expresién funcional de fragmentos
desnudos de ADN extracelular. (C)Mediante transduccion especializada o generalizada, los bacteriéfagos
pueden transferir ADN bacteriano de una célula donante previamente infectada a la célula receptora (Von
Wintersdorff et al., 2016).



1.2.1. Mecanismos de resistencia bacteriana
Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir a la accién de los antibidticos. Estos

mecanismos de resistencia pueden resumirse en cuatro categorias principales (Figura 4).
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Figura 4. Principales mecanismos de resistencia a los antibi6ticos. 1. Enzimas modificadoras, 2. Bombas
de eflujo, 3. Cierre de porinas, 4. Proteinas unidoras de penicilinas (Ferndndez-Riveron et al., 2003).

1. Modificacion enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios
en la estructura del antibiético haciendo que éste pierda su funcionalidad. (Fernandez-Riveron et
al., 2003; Tafur et al., 2011).

2. Bombas de eflujo: operan tomando el antibiético del espacio periplasmico y expulsandolo al
exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este mecanismo es frecuentemente

utilizado por las bacterias Gram negativas (Fernandez-Riverdn et al., 2003; Tafur et al., 2011).

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias pueden generar cambios de
la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por
cambios en las porinas. Los cambios en su conformacion pueden llevar a que la membrana externa
no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico (Ferndndez-Riverén et al., 2003; Tafur
et al., 2011).

4. Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico se une a
la bacteria para interrumpir una funcion vital de ésta (Fernandez-Riverén et al., 2003; Tafur et al.,
2011).



1.2.2. Consecuencias de la resistencia bacteriana

El fendmeno de resistencia bacteriana a los antibioticos tiene grandes implicaciones tanto a nivel salud como
econdmicas. En el caso de pacientes con infecciones ocasionadas por bacterias resistentes, los costos de
tratamiento se incrementan por la necesidad de mayor nimero de andlisis clinicos, estadias mas largas de
convalecencia, mayores concentraciones de antibioticos de primera linea o el uso de agentes
antimicrobianos de segunda linea, lo cual puede resultar en efectos adversos. Inclusive las bacterias mas
resistentes pueden ser inhibidas o erradicadas por una concentracion suficientemente alta de antibi6ticos,
sin embargo, los pacientes no son capaces de tolerar las concentraciones necesarias, sin sufrir efectos toxicos

o incluso la muerte (Rodriguez-Solis, 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publico una lista de “patdgenos prioritarios” resistentes a los
antibioticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana. La lista
se ha elaborado para tratar de guiar y promover la investigacién y desarrollo (I+D) de nuevos antibi6ticos,
para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos (WHO, 2017).

Esta lista se divide en tres categorias, de acuerdo con la urgencia en que se necesitan los nuevos antibidticos:
prioridad critica, alta 0 media (WHO, 2017).

e Prioridad critica: son las bacterias multirresistentes (Tabla 3) que son especialmente peligrosas en
hospitales, residencias de ancianos y entre los pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos
como ventiladores y catéteres intravenosos. Las bacterias de esta categoria pueden provocar
infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la corriente sanguinea y neumonias.

e Prioridad alta y media: son bacterias que exhiben una farmacorresistencia creciente (Tabla 3) y

provocan enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias por salmonela.
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Tabla 3. Lista de las bacterias mas peligrosas para la salud humana (WHO, 2017)

Prioridad 1: critica

Bacteria Resistencia a:

Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos

La familia de Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL

Prioridad 2: alta

Bacteria Resistencia a:

Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la
vancomicina

Helicobacter pylori resistente a la claritromicina

Campylobacter spp. resistente a las fluoroquinolonas

Salmonellae resistentes a las fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae resistente a la cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas

Prioridad 3: media

Bacteria Resistencia a:

Streptococcus pneumoniae sin sensibilidad a la penicilina

Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina

Shigella spp resistente a las fluoroguinolonas

Debido a la magnitud del problema sobre la resistencia bacteriana, en este trabajo se utilizaron como
modelos bacterianos, dos bacterias, una Gram negativa: Escherichia coli y una Gram positiva:

Staphylococcus aureus a continuacion, se describen algunas de las caracteristicas de estas bacterias.

Escherichia coli: Son bacilos Gram negativos (Figura 5), aerobios y anaerobios facultativos, no
esporulados. En cultivo solido sobre placas de Petri, sus colonias se observan ligeramente
blanquecinas, con una superficie suave brillante y un aspecto himedo, su consistencia es blanda y

con una elevacién convexa.

Forman parte del grupo de los “coliformes”, E. coli es una bacteria presente en la microbiota normal
gastrointestinal de animales de sangre caliente y se elimina por las heces. Aunque la mayoria de las cepas
son inofensivas, algunas cepas han adquirido factores de virulencia, generando una incidencia anual de
aproximadamente 630 millones de casos de enfermedades gastrointestinales en el mundo, de los cuales entre

5y 6 millones de pacientes mueren, afectando principalmente a la poblacion infantil de paises en desarrollo.

También hay algunas cepas resistentes a las Fluoroquinolonas, que han cobrado relevancia en infecciones
urinarias a nivel mundial (De La Fuente et al., 2017; WHO, 2016; Molina-L6pez y Eslava-Campos, 2015).
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Figura 5. Escherichia coli. A y B. Cultivo en Eosina y Azul de metileno, las colonias presentan una
coloracion verde metélico, C. Tincion de Gram, coloracion rosado caracteristica de las bacterias Gram
negativas, D. Micrografia electronica que presenta a E. coli con morfologia de bacilos cortos (Salas, 2014).
Staphylococcus aureus (aureus, en latin significa colonias de oro) (Fetsch, 2017): Son bacterias Gram
positivas (Figura 6), son inmoviles y no forman esporas. En cultivo solido sobre placas de Petri, las
colonias de S. aureus se observan lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros, presentan
consistencia cremosa y pigmentacion que va del amarillo al dorado debido a la produccion de
carotenoides, la mayoria de las cepas producen B-hemolisis o hemolisis total alrededor de las

colonias cuando se cultivan en agar sangre (Garcia-Martos et al., 1997; Pahissa, 2009).

Staphylococcus aureus es causante de infecciones cutaneas, se calcula que los pacientes con infecciones por
S. aureus resistente a la Meticilina tienen una mayor probabilidad de morir, un 64% respecto a los pacientes
con infecciones causadas por cepas no resistentes (WHO, 2016). Las infecciones por S. aureus son
supurativas y tienden a producir abscesos. Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria es capaz de causar
enfermedades de amplio espectro como infecciones menores de la piel e infecciones invasoras serias como:
bacteriemia, infecciones del sistema nervioso central, osteomielitis, infecciones del tracto respiratorio,
infecciones del tracto urinario y el sindrome de choque téxico, asi como infecciones gastrointestinales

(Cervantes-Garcia et al., 2014).

Figura 6. Staphylococcus aureus. A 'y B. Cultivo en agar de sangre, las colonias presentan una coloracion
grisacea debido al hemdlisis que producen, C. Tincién de Gram, coloracion violeta caracteristica de las
bacterias Gram positivas, D. Micrografia electronica que presenta a Staphylococcus aureus con morfologia
de cocos que forman agrupaciones caracteristicas en “racimo de uva” (Pahissa, 2009).

12



Debido a la problemaética de resistencia bacteriana, varios centros de referencia como: el Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI), la Sociedad Britanica de Quimioterapia Antimicrobiana (BSAC) y el
Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST), se han dado a la tarea de
publicar la terminologia y las normas mas ideales para realizar los ensayos correspondientes en relacion al
estudio de los agentes antimicrobianos y sus respectivas combinaciones, ademas de proporcionar los valores
correspondientes que ayuden a una correcta y acertada interpretacion de los resultados de pruebas de
susceptibilidad.

Los métodos idoneos para estudiar la sensibilidad bacteriana a los agentes antimicrobianos son las técnicas
de dilucién y de difusion. La técnica de dilucion proporciona resultados como el valor de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), y la técnica de difusién proporciona informacién sobre la resistencia o
susceptibilidad de las cepas bacterianas a los agentes antimicrobianos, permitiendo identificar si las cepas
presentan susceptibilidad, susceptibilidad intermedia o resistencia. Ambos métodos son importantes, porque
existe una correlacion directa entre el didmetro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano obtenido
en la técnica de difusion y la CMI obtenida en la técnica de dilucidn. La resistencia (R) se observa cuando
un microorganismo no es afectado o no presenta inhibicién frente a altas concentraciones de uno o varios
antibidticos a los que en un tiempo previo era sensible, es decir, se volvid “inmune” a estos. En el efecto de
susceptibilidad intermedia (I), se pueden observar respuestas variables hacia un antimicrobiano, porgue los
microorganismos, se presentan clinicamente susceptibles y/o resistentes, es decir, que la eficacia clinica esta
implicada en sitios del cuerpo donde la droga es fisiologicamente concentrada (por ej. Quinolonas y RB-
lactdmicos en orina) o cuando una dosis mayor de lo normal de una droga puede ser usada. Se dice que un
microorganismo es susceptible (S) o sensible, si una infeccién debido a este microorganismo puede ser
apropiadamente tratada con la dosis del agente microbiano recomendado para este tipo de infeccion y
especie infectante (De la Fuente-Salcido et al., 2015; CLSI, 2018).

1.3. Combinacidn de antibitticos

La mayoria de las infecciones bacterianas en los pacientes pueden ser tratadas con un solo antibidtico, sin
embargo, cada vez ha aumentado la aparicion de infecciones potencialmente severas que son causadas por
bacterias resistentes, lo que las hace més dificiles de tratar con los antibioticos disponibles. El problema de
la resistencia a los antibioticos ha motivado a seguir investigando para descubrir nuevos medicamentos para
el control de infecciones bacterianas, asi también como la basqueda de nuevas fuentes de antibiéticos no
comunes 0 la elaboracién de combinaciones entre antibiéticos comerciales disponibles para generar efectos

benéficos como (Veitia-Velazquez et al., 2008) (Garcia et al., 2013):
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e Sinérgicos: cuando el efecto de dos 0 méas antibidticos resulta mejor que el obtenido con los
antibioticos por separado.
e Aditivos: cuando el efecto de la mezcla de dos o més antibidticos, es mucho méas potente, que los

antibidticos por separado.

Aunque también, puede ocurrir un efecto antagénico, donde los dos antibidticos compiten por el mismo

receptor, haciendo que se inhiba uno de ellos.

1.3.1. Combinaciones de antibidticos en México

La combinacién de antibiéticos comerciales con nuevos antimicrobianos, ha sido una de las mejores
estrategias propuestas para mejorar la eficiencia de los tratamientos y asi mismo combatir la resistencia y
multiresistencia de las bacterias hacia los antibidticos. El propdsito para estudiar las combinaciones de
antimicrobianos es potenciar el efecto de los antimicrobianos contra la resistencia de las bacterias, esto
podria ser una aplicacion muy promisora para tratamientos terapéuticos contra enfermedades infecciosas en
la salud publica (De la Fuente-Salcido et al., 2015). Ejemplos de enfermedades infecciosas, en las cuales
las bacterias que las provocan son resistentes a antibi6ticos comunes son: la gastroenteritis aguda (diarrea
aguda) (Bielsa-Fernandez et al., 2016) y las infecciones en el tracto urinario (Molina-Lépez y Manjarrez-
Hernandez, 2015).

La diarrea aguda, es una de las enfermedades infecciosas méas recurrente en México con cinco millones de
casos en el afio 2011. En el 2015 se realizé un estudio de 1,000 pacientes con coprocultivos positivos a
gastroenteritis aguda, estos eran adultos y nifios de la Ciudad de México. De los 1,000 pacientes el 90.76%
necesitd antimicrobianos, ademas necesitaron probidticos y antidiarreicos, individualmente o en diversas

combinaciones (Bielsa-Fernandez et al., 2016).

Las infecciones en el tracto urinario son de las enfermedades infecciosas con mayor incidencia en México
durante el 2013, donde E. coli es la principal bacteria implicada, es causante de mas del 90% de este tipo de
infecciones, debido a esto se considera un problema frecuente de salud publica. El antimicrobiano mas
recetado para estas infecciones son la Nitrofurantoina por via oral, o una combinacion de Sulfonamida-
Trimetoprima, asimismo, se pueden utilizar Amoxicilina, Cefalexina o Ciprofloxacina. Estos regimenes de
antibioticos, presentaban eficacias del 90 al 95% en infecciones en el tracto urinario en mujeres, sin
embargo, esto ha cambiado debido a las resistencias desarrolladas por las bacterias ante estos y otros
antimicrobianos. Por ello, se ha recurrido a utilizar como alternativas para su tratamiento combinaciones de
antibiéticos como Trimetoprim-Sulfametoxazol, Amoxicilina-Clavulanato y Ticarcilina-Clavulanatos

(Molina-Lépez y Manjarrez-Hernandez, 2015).
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1.3.2. Alternativas para el control de infecciones
El uso inadecuado de los antibioticos, incluye practicas como la prescripcion injustificada y el
incumplimiento del “uso racional” de los antibidticos, lo que implica mayores gastos en el sector salud,

derivados del desperdicio de antibidticos y el desarrollo de la resistencia bacteriana a su accion.

Por ello, en los ultimos afios, la investigacion farmacoldgica se ha dado a la tarea de buscar nuevos agentes
antimicrobianos con propiedades y/o mecanismos de accidn diferentes a los convencionales, entre los cuales
se pueden encontrar los péptidos antimicrobianos (PAMSs) de distintas fuentes; por ejemplo los péptidos,
LL-37 de origen humano, Magainina proveniente de la piel de la rana Xenopus laevis y Css54 y Pin2
obtenidos del veneno de los escorpiones Centruroides suffusus suffusus y Pandinus imperator,

respectivamente (Corzo et al., 2001; Garcia et al., 2013; Rivera et al., 2007).

1.4. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs de sus siglas en inglés: Anti Microbial Peptides), inhiben el
crecimiento y/o establecimiento de bacterias, hongos, parasitos y virus encapsulados. Los PAMSs constituyen
un mecanismo de defensa ampliamente distribuido en plantas, insectos y vertebrados. (Castafieda-Casimiro
etal., 2009). Los PAMs son oligopéptidos, pequefias proteinas que estan conformadas de 12-50 aminoacidos
(Grassi et al., 2017).

El descubrimiento de los PAMs se remonta a 1939, cuando Dubos extrajo un agente antimicrobiano a partir
de una cepa de Bacillus proveniente del suelo. Este extracto demostro la capacidad de proteger a los ratones
de la infeccion por neumococos. En total, mas de 5,000 PAMs se han descubierto o sintetizado hasta la
fecha, los PAMs naturales se pueden encontrar tanto en procariotas (por ejemplo, bacterias) y eucariotas
(por ejemplo, protozoos, hongos, plantas, insectos, y animales). Por citar un ejemplo, solo en la piel de

diferentes especies de ranas se han identificados mas de 300 PAMs diferentes (Bahar y Ren, 2013).

1.4.1. Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos

La gran variedad estructural de los péptidos antimicrobianos sugiere que su actividad no esta dirigida a
blancos celulares concretos como enzimas o receptores (como los antibidticos convencionales), sino a
caracteristicas comunes de las membranas bacterianas (Gutiérrez y Orduz, 2003; Téllez y Castafio, 2010).

En la Figura 7 se presentan los mecanismos principales de accion de los PAMs.
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Figura 7. Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos. 1. Interaccién de membrana, 2. Funciones
inmunomoduladoras, 3. Formacion de poros en forma toroidal, 4. Mecanismo de agregado, 5. Forma de
poros en forma de barril, 6. Interacciones con el ADN y proteinas relacionadas, 7. Mecanismos que alteran
la sintesis y plegamiento de proteinas (Téllez y Castafio, 2010).

A continuacién, se describiran los principales mecanismos de accion de los PAMs:

1. Interacciones con lamembrana: La interaccion inicial de los péptidos antimicrobianos con las bacterias,
generalmente, es producida por su carga positiva y su atraccion electrostatica hacia las superficies
polianionicas de la membrana. Después de esta interaccion, los péptidos antimicrobianos generan
areas de inestabilidad en la membrana, permitiendo la translocacién de estos mismos a través de la
bicapa externa; una vez localizados en la membrana, pueden sufrir modificaciones en su
conformacion y producir dafios en la membrana o internamente (Gutiérrez y Orduz, 2003; Téllez y
Castafio, 2010). Recientemente se han encontrado nuevos blancos de accion de los PAMs como lo
son: la pared celular bacteriana y/o la membrana, las cuales poseen proteinas que pueden ser blanco
de los péptidos antimicrobianos (Kumar et al., 2018; Sanchez, 2016). El péptido denominado
Hepcidina 25 y su isoforma Hepcidina 20 presentan la habilidad de perturbar las membranas
bacterianas de una forma dependiente del pH, siendo la misma més evidente a pH &cido. En esta
condicion, las histidinas son cargadas positivamente y asi se vuelven mas efectivas en la disrupcion
de la membrana (Séanchez, 2016). Otro ejemplo es el péptido Nisina, este se une con alta afinidad a
la molécula del lipido I, un precursor de la pared celular anclado en la membrana (Kumar et al.,
2018).

2. Funciones inmunomoduladoras: Los péptidos de defensa del huésped tienen un amplio rango de

funciones inmunomoduladoras, como controlar la expresion de genes en monocitos y células
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epiteliales, presentar efectos quimiotacticos sobre las células del sistema inmune, la induccion de
citocinas y la diferenciacion celular, promoviendo la angiogénesis, la curacion de las heridas y la
resolucion de las infecciones (Gutiérrez y Orduz, 2003; Téllez y Castafio, 2010). Ademas, ha sido
también descripto que algunos péptidos antimicrobianos pueden penetrar las células inmunoldgicas
y activarlas para conseguir una respuesta inmune, tal es el ejemplo de los péptidos derivados de
cromogranina A pueden penetrar los neutrofilos, unirse a la calmodulina citoplasmética e inducir el
influjo de Ca2+ conduciendo a la activacion de neutrofilos y a la activacion del sistema inmune
(Kumar et al., 2018).

3. Mecanismo de formacion de poros en forma de barril: En este mecanismo los péptidos forman un
poro en la membrana con un lumen central que semeja a un tapdn compuesto por péptidos
helicoidales (Castafieda-Casimiro, 2009). La formacidn de este tipo de poros es irregular en tamafio
y duracion, lo que genera, finalmente, una pérdida del equilibrio osmético y del potencial de
membrana (Figura 7) (Gutiérrez y Orduz, 2003; Téllez y Castario, 2010). Pocos péptidos como la
Alameticina, la Pardaxinay las Protegrinas, han demostrado formar poros en forma de barril (Kumar
etal., 2018).

4. Mecanismo de formacion de poros en forma toroidal: Los péptidos se unen a la membrana al alcanzar
una concentracion limite que hace que los lipidos se doblen formando un canal delimitado por la
cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos que, a diferencia del anterior, forma un canal
mixto del péptido con los lipidos de la membrana. Este tipo de mecanismo se ha encontrado en
péptidos como Magainina 2, Mellitina, Lacticina Q y Aureina 2.2 (Gutiérrez y Orduz, 2003; Kumar
etal., 2018; Téllez y Castafio, 2010). Como los poros son transitorios tras la desintegracién, algunos
péptidos se translocan a la hoja citoplasmatica interna que ingresa al citoplasma y potencialmente

se dirigen a los componentes intracelulares (Kumar et al., 2018).

5. Mecanismo de alfombra: En este mecanismo, los péptidos no se insertan en la membrana, sino que
permanecen asociados con la cara externa vy, al alcanzar un punto critico, forman una especie de
alfombra capaz de debilitar la membrana y causar su colapso en una configuracion de la micela;
eventualmente, se produce la muerte celular por pérdida del citoplasma (Gutiérrez y Orduz, 2003;
Téllez y Castafio, 2010). Los ejemplos de AMP que actian segun el modelo de alfombra son
Cecropin, Indolicidin, Aurein 1.2 y LL-37 (Kumar et al., 2018).

6. Mecanismo de agregado: En este modelo, similar a la funcion de los detergentes, el péptido se une a la
membrana y, a una concentracion suficiente, se reorienta, lo que permite la formacion de estructuras

parecidas a las micelas que se extienden en la bicapa en un complejo péptido-lipidico. Estos
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agregados aleatorios transmembranales, conformados por péptidos, lipidos y agua, forman un canal
por el cual se liberan iones, causando la muerte celular por pérdida del contenido citoplasmatico, o
la membrana puede desintegrarse por su accion, similar a la de un detergente (Gutiérrez y Orduz,
2003; Téllez y Castafio, 2010).

7. Interacciones relacionadas con los &cidos nucleicos, sintesis, translocacion y plegamiento de
proteinas: Algunos péptidos antimicrobianos pueden atravesar espontaneamente las membranas
bacterianas, acumulandose intracelularmente, su presencia en el espacio intracelular puede interferir
con procesos celulares criticos. Se han descubierto muchos PAMS presentan mecanismos de accion
gue implican efectos sobre dianas intracelulares, como la sintesis de los &cidos nucleicos y las
proteinas, la alteracién de la actividad enzimatica y proteica (Kumar et al., 2018; Sanchez, 2016).
Por ejemplo, la Buforina Il, una AMP derivada de histonas de ranas, se transloca a través de la
membrana bacteriana sin permeabilizacién y se une al ADN y al ARN de E. coli (Kumar et al.,
2018).

En el caso de los péptidos antimicrobianos cortos, debido a la longitud de su secuencia, cuando no son
capaces de formar poros lo bastante grandes para desestabilizar la membrana de la bacteria; pueden
interactuar con la membrana e internalizarse en ella, es decir que la hélice de su estructura se coloca con
una orientacién paralela a la superficie de la membrana (Figura 8), lo que hace que la asociacion de
membrana sea reversible y asi mismo, llegar a su blanco de accidn. También, pueden ingresar al interior de
la célula bacteriana por difusion, es decir, atraviesan la membrana sin interactuar con ella ni afectarla, de tal
manera que al llegar al citoplasma y tener la concentracion suficiente se trasladan a su blanco de accion
(Kumar et al., 2018; Marquette y Bechinger, 2018).
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Figura 8. Interaccion de un péptido (color amarillo) con la membrana de la bacteria (color rojo). El PAM
se coloca con una orientacion paralela a la superficie de la membrana (Marquette y Bechinger, 2018).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Disefio de péptidos antimicrobianos

En nuestro grupo de investigacién se ha abordado el estudio, caracterizacion y disefio de péptidos
antimicrobianos provenientes de alacranes, como las Pandininas 1 y 2 de Pandinus imperator (Corzo et al.,
2001) y el péptido Css54 de Centruroides suffusus suffusus (Garcia et al., 2013). La Pandinina 2 ha sido
modificada en su secuencia con el objetivo de mejorar sus caracteristicas terapéuticas (Rodriguez et al.,
2011), sintetizada con D-aminoéacidos (Carmona et al., 2013) y, recientemente, la longitud de su secuencia
fue reducida para disminuir sus efectos toxicos y costo de produccion, se disefiaron dos variantes cortas,
Pin2 [14] y Pin2 [17], de las cuales Pin2 [14] presentd solo el 25% de hemdlisis hacia eritrocitos humanos
a concentraciones tan altas como 100 uM, mientras que el péptido Pin2 [17] no mostrd ningln efecto
hemolitico a la misma concentracién, en lo que respecta a su actividad antimicrobiana ambos péptidos
presentaron efectos bactericida contra Mycobacterium tuberculosis resistente a los antibioticos. Por lo que
Pin2 [14] y Pin2 [17] tienen el potencial de ser utilizados como una alternativa de antibioticos con efectos
hemoliticos reducidos (Rodriguez et al., 2014).

El péptido Css54, el cual se estudid en este trabajo, fue aislado del veneno del alacran mexicano
Centruroides suffusus suffusus (Figura 9), su secuencia de aminoacidos se determin6 utilizando degradacion
de Edman del extremo N-terminal y espectrometria de masas. Este péptido esta conformado por 25
aminoacidos, su peso molecular es de 2,870.4 Da, y presenta una estructura helicoidal de acuerdo a su
espectro de Dicroismo Circular. Se realizd la evaluacién de su actividad antimicrobiana, hemolitica y su
efecto potenciador al mezclarse con antibioticos de disponibilidad comercial, Css54 presenté actividades
antimicrobianas y hemoliticas en rangos muy similares (3-25 pM) a los reportados para el péptido Pandinina
2 (Garcia et al., 2013). Estos péptidos presentan potencial como agentes antimicrobianos contra bacterias
patdgenas, inclusive con resistencia a la accion de los antibidticos. En la Tabla 4 se presentan las secuencias

de los péptidos Pin2 y Css54.
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Figura 9. Alacran Centruroides suffusus suffusus.
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Tabla 4. Secuencias de los péptidos antimicrobianos Pin2 y Css54.

Péptido Fuente Secuencia No. Aminoacidos
Pin2 Pandinus imperator FWGALAKGALKLIPSLFSSFS-KKD 24
Cssb4 Centruroides suffusus suffusus FFGSLLSLGSKLLPSVFKLFQRKKE 25

2.2. Variantes cortas del péptido antimicrobiano Css54

En el trabajo realizado por Martinez-Paula (2017), se generaron cuatro variantes cortas a partir de la
secuencia del péptido antimicrobiano y hemolitico Cssb4. A estas variantes se les redujo el tamafio de las
secuencias al eliminar aminoacidos poco relacionados con la actividad antimicrobiana, con la finalidad de
reducir el costo de produccién y la actividad hemolitica de los péptidos respecto del péptido parental,
manteniendo sus los efectos antimicrobianos en rangos similares (Martinez-Paula, 2017), las secuencia
cortas se muestran en la Tabla 5. Algunos de los pardmetros fisicoquimicos que se tomaron en cuenta para
el disefio de las variantes fueron: la carga neta (Q), debe estar entre +4 y +8 para una mejor actividad
antimicrobiana; la estructura (X), debe ser alfa-helicoidal para favorecer la interaccion con la membrana
bacteriana; la anfipaticidad (A), debe tener una cara hidrofébica y un cara hidrofilica para una mejor
interaccién del péptido con la membrana bacteriana, &ngulo polar (8) entre menor sea este mas potente es
la actividad antimicrobiana del péptido, y la hidrofobicidad (H) entre méas cercana este al 50%, se

presentaran mejores efectos antimicrobianos (Takahashi et al., 2010).

Tabla 5. Secuencia de las variantes cortas de Css54 propuestas.

Nombre Secuencia No. aa P.M. (Da) € (Miem?) H (%) GRAVY C'\]alert%a (Kcal?/lmol)
Cssb54 FFGSLLSLGSKLLPSVFKLFQRKKE 25 2870.4 NP 44 0.220 +4 0.62
Css54[16E]* FWKKLLELLFKLFRKL 16 2122.7 5500 62 0.419 +4 0.19
Css54[15E]"* FWRKLLELLFKFLKK 15 2009.5 5500 60 0.193 +4 0.53
Css54[15]*° FWKLLKLLFKLFRKL 15 1993.6 5500 66 0.680 +5 -0.24
Css54[14] FWRLLKLLFKFLKK 14 1880.4 5500 64 0.457 +5 0.08

Con estas cuatro variantes se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana por el método de difusion en
agar y por el método de dilucion, ademas de ensayos de actividad hemolitica contra eritrocitos humanos. En
lo que respecta a la actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar el péptido parental Css54
presentd valores de Concentracion Minima inhibitoria (CMI) contra S. aureus ATCC 25923y E. coli ATCC
25922 de 25 y 50 UM respectivamente, mientras por este mismo método, solo la variante Css54 [15E]**
presentd actividad frente a ambas cepas bacterianas, con un valor de CMI de 100 uM contra S. aureus y de
50 uM sabre E. coli, lo que indica que esta variante es un 75% menos potente sobre la bacteria Gram positiva
S. aureus, mientras que en el caso de la bacteria Gram negativa E. coli no bubo diferencia en el efecto

antimicrobiano. Por otro lado en los ensayo de inhibicion en liquido, por el método de dilucion, el péptido

20



parental presentd efectos bactericidas sobre ambas cepas, con valores de CMI de 12.5 contra S. aureus y de
6.25 sobre E. coli, en este ensayo dos de las variantes sintetizadas, Css54 [15E]**y Css54 [15]*°, presentaron
efectos bacteriostaticos sobre ambas cepas a la maxima concentracion evaluada 50 pM, mientras que la
variante Css54 [15E]*, presentd valores de CMI sobre S. aureus y E. coli de 25y 12.5 UM respectivamente,
mientras que la variante Css54 [14]*°, present6 valores de CMI de 25 puM sobre S. aureus y de 12.5 sobre
E. coli, estos valores son similares a los del péptido parental. Al evaluar la actividad hemolitica, estas
variantes presentaron menores porcentajes de hemolisis respecto al péptido Css54, en el caso del péptido
Css54 [14]* la actividad hemolitica disminuy6 ligeramente, alrededor de un 25%, mientras que la actividad
hemolitica del péptido Css54 [15E]** se redujo cerca de un 40%. De manera general estas variantes
presentaron actividades antimicrobianas similares a las del péptido parental utilizado como base para su
disefio, ademas estas variantes presentaron una ligera reduccion en su actividad hemolitica, adicionalmente,

debido a su formato més corto, de 14 y 15 aminoéacidos, su costo de produccion es menor.

2.3. Combinaciones de péptidos antimicrobianos cortos con antibidticos comerciales

Para ampliar el alcance de los tratamientos antimicrobianos, se han empleado combinaciones de agentes
antibidticos, entre ellas se ha evaluado la combinacion con péptidos antimicrobianos naturales (PAMS).
Recientemente, se ha reportado que los PAMSs potencian la actividad de los antibi6ticos con un gran efecto
sinérgico. Por lo tanto, estas combinaciones se han propuesto como una nueva alternativa para contender
con la problemética de la resistencia bacteriana a los antibiéticos (Shah y Chen, 2017).

Los antibidticos comerciales, en general, inhiben la replicacion del ADN, la transcripcion del ADN o la
sintesis de la pared celular, teniendo como blanco de accion las topoisomerasas y las proteinas fijadoras de
penicilina (PPBBS). Algunas bacterias resistentes a los antibi6ticos, muestran como mecanismo, la
dificultad para que las moléculas de los antibi6ticos puedan ingresar a la célula bacteriana. Por otro lado,
los PAMs se dirigen a la membrana e inducen una mayor permeabilidad, haciendo que esta se desestabilice.
Una vez desestabilizada la membrana bacteriana, esta ya es permeable a los antibidticos, que pueden
ingresar al citoplasma y atacar a sus objetivos. La Figura 10 representa un ejemplo de un posible mecanismo
(pero ciertamente no el Unico) involucrado en el efecto sinérgico visto para la combinacion de algunos
PAMs con antibiéticos comerciales. En este ejemplo, se muestra una resistencia a la Ciprofloxacina mediada
por la bomba de eflujo de salida en bacterias Gram negativas. A lo que el PAM ayuda a permeabilizar la
membrana para que mas antibiético pueda ingresar a la célula bacteriana y alcanzar su blanco de accién. En
este ejemplo, los blancos de accion de la Ciprofloxacina son las enzimas topoisomerasa Il (ADN girasa) y

topoisomerasa IV, ambas no mostradas (Hollmann et al., 2018).
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Figura 10. Ejemplo del posible mecanismo, de sinergia entre un PAM a-hélice con un antibi6tico
comercial. La Ciprofloxacina es un inhibidor del ADN girasa, por lo que debe ingresar a la célula bacteriana
para mostrar actividad antimicrobiana. En el ejemplo, el mecanismo de resistencia de esta bacteria Gram-
negativa es una bomba de eflujo, que bombea el antibiético fuera de la célula. Por lo que el PAM,
permeabiliza la membrana, produciendo asi el ingreso de més moléculas del antibiético (Ciprofloxacina) al
citoplasma, donde finalmente podrian alcanzar su blanco de accion (Hollmann et al., 2018).

En el trabajo de Rajasekaran y colaboradores (2017), se utiliz6 el PAM de origen humano LL-37, este PAM
posee actividades antimicrobianas y antiinflamatorias, su aplicacién terapéutica esta limitada por su baja
selectividad celular y su alto costo de produccion derivado de su gran tamafio. Para superar estos problemas,
desarrollaron peptidos a-helicoidales derivados de LL-37 con selectividad celular mejorada y con actividad
antiinflamatoria similar a la del PAM LL-37 parental. Mediante la sustitucion de aminoécidos, disefiaron y
sintetizaron una serie de andlogos de FK13 basados en la secuencia del péptido FK13 corto 13- (residuos
17-29 de LL-37) identificada como la region responsable de la actividad antimicrobiana de LL -37. Los
analogos de FK13 disefiados, FK-13-al y FK-13-a7 mostraron alta selectividad celular y conservaron la
actividad antiinflamatoria. Ademas, FK-13-al y FK-13-a7 mostraron una actividad antimicrobiana mas
potente contra las bacterias resistentes a los antibiéticos, incluidos Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa resistentes a multiples farmacos (MDRPA) y Enterococcus
faecium resistente a la vancomicina (VREF), respecto a LL-37. También, los péptidos FK-13-al y FK-13-
a7 exhibieron efectos sinérgicos mayores en combinacion con cloranfenicol contra bacterias MRSA y

MDRPA vy presentaron efectos sobre biofilms de MDRPA maés eficaces que LL-37. Para evaluar la
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interaccion de los péptidos FK13-al y FK13-a7 con la membrana de las bacterias, realizaron ensayos de
absorcién de verde de SYTOX, la despolarizacion de la membrana y la cinética de destruccion, de acuerdo
a los resultados obtenidos, se determind que estos PAM’s eliminan a las células microbianas al
permeabilizar y dafiar la integridad de la membrana celular bacteriana (Rajasekaran et al., 2017).

En el trabajo de Garcia y colaboradores (2013), se realizaron mezclas de los péptidos Pin2 y Css54 con
antibidticos comerciales. Los antibidticos utilizados en combinacion con Pin2 fueron: Ampicilina,
Cloranfenicol, Estreptomicina, Kanamicina y Novomicina (Tabla 6). Los efectos de las combinaciones
fueron evaluados sobre la cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los resultados mostraron
que las mezclas de Pin2 con los antibiéticos Cloranfenicol, Kanamicina y Novobiocina presentaron efectos
sinérgicos, estos antibidticos presentan blancos intracelulares de accién como los ribosomas y la replicacion
del ADN, por lo que los efectos sinérgicos observado pueden relacionarse con la capacidad de Pin2 para

generar poros sobre la membrana bacteriana (Garcia et al., 2013).

Para el caso del péptido Cssb4 se generaron mezclas con los antibidticos Isoniacida, Rifampicina,
Pirazinamida y Etambutol (Tabla 6). Las mezclas presentaron efectos potenciadores de tipo aditivo y
sinérgico sobre la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923. Las mezclas de Css54 con lIsoniazida,
Pirazinamida o Etambutol mostraron un efecto aditivo. Por lo tanto, las mezclas de Css54 y los antibi6ticos
comerciales evaluados, presentan mejores efectos antimicrobianos sobre S. aureus con respecto a su uso por

separado, indicando que los péptidos favorecen los efectos de los antibiéticos (Garcia et al., 2013).

Tabla 6. Efectos de mezclas de los PAMs y antibidticos comerciales (Garcia et al., 2013).

Pin2 Cssb4
Antibidtico Tipo de efecto | Antibidtico | Tipo de efecto
Ampicilina Aditivo Isoniazida Aditivo
Cloranfenicol Sinérgico Pirazinamida Aditivo
Estreptomicina Sinérgico Etambutol Aditivo
Kanamicina Sinérgico _ o o
Novobiocina Sinérgico Rifampicina Sinergico

En este trabajo el potencial de las variantes cortas Css54 [15E]**y Css54 [14]*°, se evaluara para determinar
si estos péptidos cortos pueden potenciar el efecto de antibidticos de disposicion comercial, lo que permitiria
utilizarlos en menores dosis con la misma efectividad, reduciendo los costos del tratamiento de infecciones

bacterianas.
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3. JUSTIFICACION

El uso excesivo e incorrecto de antibi6ticos, han causado un incremento en la incidencia de cepas bacterianas
resistentes a su accion, esta problemética ha impulsado a las empresas productoras de antibidticos a buscar

alternativas que permitan potenciar el efecto de sus productos, y continuar su comercializacion.

Se ha reportado que péptidos antimicrobianos como Pin2, variantes cortas de Pin2 y el péptido Css54, entre
otros, pueden potenciar el efecto de antibi6ticos in vitro, permitiendo la disminucién de las dosis efectivas
de antibioticos necesarias para el control de bacterias patogenas.

En un trabajo previo mediante ingenieria de proteinas y sintesis quimica se generaron dos péptidos cortos
con actividades bactericidas sobre E. coli y S. aureus, en este trabajo se pretende evaluar si estos péptidos
cortos en combinacion con antibidticos pueden potenciar sus efectos antimicrobianos sobre cepas

bacterianas de interés clinico como E. coli y S. aureus.
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4. HIPOTESIS

Los péptidos cortos sintéticos podran potenciar los efectos de antibiéticos comerciales que actian sobre

blancos intracelulares.

5. OBJETIVOS

5.1. General
Determinar si péptidos cortos sintéticos pueden potenciar los efectos antimicrobianos de antibioticos

comerciales sobre cepas bacterianas.

5.2. Particulares
1) Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas bacterianas a los péptidos vy
antibidticos comerciales propuestos.
2) Generar diferentes combinaciones de péptidos y antibidticos, con base en sus valores de CMI,
y evaluar sus efectos sobre las cepas bacterianas propuestas.
3) Determinar con base en los efectos de las mezclas sobre el crecimiento bacteriano si las mezclas

tienen efectos potenciadores o antagénicos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Reactivos quimicos y material biol6gico

6.1.1. Reactivos y solventes

Todos los reactivos, medios de cultivo y solventes que se utilizaron durante la realizacidn de los diferentes
experimentos enumerados en esta tesis son de grado extra puro. Los medios de cultivo: agar con sangre,
CHROMagar Staph aureus, CHROMagar Salmonella, agar Eosina y Azul de Metileno, agar McConkey y
agar Salmonella-Shigella se utilizaron para la verificacion de las cepas bacterianas; agar Mueller-Hinton y
caldo Mueller-Hinton se utilizaron para los ensayos de actividad antimicrobiana y la preservacion de las
diferentes cepas bacterianas.

6.1.2 Material biolégico

Para la realizacion de ensayos de actividad antimicrobiana se emplearon dos cepas de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (por sus siglas en inglés, ATCC) ambas cepas donadas por el INSP (Instituto
Nacional de Salud Publica), todas pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Estructura-Funcion e
Ingenieria de Proteinas, del Centro de Investigacion en Biotecnologia (LEFIP-CEIB). El mantenimiento de
las diferentes cepas bacterianas se realizd mediante resiembras consecutivas utilizando como medio de
cultivo agar Mueller-Hinton (BD Bioxén). Las resiembras se realizaron en periodos semanales y se
preservaron en refrigeracion (4°C). Ademas, todas las cepas se preservaron en una solucién de glicerol al
50% a -80°C.

Tabla 7. Cepas bacterianas

Tipo de cepa Especie ATCC* Morfologia
Gram-positiva Staphylococcus aureus 25923 Coco
Gram-negativa Escherichia coli 25922 Bacilo
*ATCC=Coleccién Americana de Cultivos

6.1.3. Péptidos antimicrobianos
Los PAMs que se utilizaron en este estudio son de origen sintético y son variantes cortas del péptido
antimicrobiano CSS54: Css54 [15E]*y Css54 [14]*

6.1.4. Antibioticos comerciales
Los antibioticos comerciales que se propusieron para utilizar en este estudio son los que se muestran en la
Tabla 8. Se propusieron antibiéticos de diferentes blancos de accién (Figura 11), ademas de ser ampliamente

utilizados en el control de infecciones.
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Tabla 8. Antibi6ticos comerciales y su respectivo blanco de accion (DRUGBANK, 2018; Errecalde, 2004).

ANTIBIOTICO TIPO BLANCO ESPECTRO
Ampicilina Beta lactdmico Pared celular (sintesis) Amplio espectro
Levofloxacina Fluorquinolona Topoisomerasas-  Inhibe  la | Amplio espectro
replicacién y transcripciéon del
ADN.
Tetraciclina Tetraciclinas 30S ribosomal- Interfiere con la | Amplio espectro
sintesis de proteinas.
Gentamicina Beta lactdmico: | 30S ribosomal- Sintesis proteica | Gram negativas
Aminoglucésido

PPBs (inhibe sintesis Canas de penfidoelucano
de pared celular): P pepticos 30S ribosomal (inhibe
- Ampicilina sintesis proteica):
Y e - Gentamicina y/o
Z N Tetraciclina

Membrana plasmatica

Porinas

Topoisomerasa IV (inhibe la
replicacion y la transcripcion):
- Levotloxacina

Figura 11. Mecanismos de accion de los antibi6ticos que se propusieron para utilizar (DRUGBANK, 2018;
Errecalde, 2004).

6.2. Verificacion de las cepas.

6.2.1. Morfologia colonial

Las cepas fueron sembradas por estria en diferentes medios de cultivo. En el caso de S. aureus ATCC 25923
se utilizaron los medios, agar sangre y CHROMagar Staph aureus, incubando la cepa a 37°C por 24 h. Se
describid la morfologia colonial y el tipo de hemolisis en agar sangre. En CHROMagar Staph aureus las
colonias positivas presentan una coloracion malva tras un plazo de incubacion de 20 a 24 h. La presencia
de sustratos cromégenos en el medio facilita la diferenciacion de S. aureus de otros organismos (BD, 2013;
CHROMagar, 2013).

Para la cepa de E. coli ATCC 25922 se utilizaron los medios, agar sangre, en el cual las colonias deben tener
un crecimiento bueno o excelente y presentar o no beta hemolitica, agar de Eosina y Azul de Metileno, en

este medio las colonias deben presentar un crecimiento de bueno a excelente y una coloracion negro azulada
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con brillo verde metélico, agar McConkey, en este medio las colonias positivas presenten una coloracion de
rosa a rojo, y pueden zona con precipitacion de bilis alrededor de las colonias, agar Salmonella-Shigella, en
este medio debe presentarse una inhibicién de parcial a completa del crecimiento, las colonias desarrolladas
deben presentar una coloracion rojo carmesi con precipitacion y CHROMagar Salmonella, en este medio
debe presentarse una inhibicion parcial a completa del crecimiento, las colonias desarrolladas deben
presentar coloracion verde azulada (BD, 2013; BD, 2013; BD, 2013; CHROMagar, 2013; BD, 2014).

6.2.2. Morfologia microscopica.

La evaluacion de la morfologia microscopica se realizé mediante la tincién de Gram y lao observacion de
las colonias tefiidas al microscopio. La tincién de Gram es un procedimiento de gran utilidad empleado en
los laboratorios microbiolégicos. Es definida como una tincién diferencial, ya que utiliza dos colorantes y
clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y bacterias Gram positivas (L6opez-
Jacome et al., 2014).

Para realizar esta técnica se colocd una colonia de la cepa pura en un portaobjetos con ayuda de un asa de
siembra, se extendid y se fijé con calor. Se le agregé cristal violeta por 1 minuto y después se lavé con agua
destilada. Inmediatamente se le agregd yodo-lugol durante 30 segundos como mordiente y se volvié a lavar
con agua destilada. Se decoloré con alcohol-acetona, realizando lavados por 30 segundos. Se agregd
safranina por 1 minuto y se lavé con agua destilada. Se dejo secar el frotis a temperatura ambiente, los
resultados se observaron al microscopio éptico, aumento de 100X, con aceite de inmersion. Dependiendo
de los resultados de la tincion de la bacteria se dividieron en dos grupos: Gram positivas (color morado) y

Gram negativas (color rosa) (Cappuccino y Sherman, 2013).

6.2.3. Pruebas bioquimicas.

Catalasa. EI método de catalasa es uno de los mas sencillos y mas rapidos para comprobar la produccion
de la enzima catalasa. En este método se utilizé un asa de inoculacion estéril o un aplicador de
madera, esto para recoger una colonia bien aislada de bacteria, la cual debe tener de 18 a 24 h,
posteriormente se colocd en un portaobjetos del microscopio. Se debe tener cuidado de no agarrar
ningun agar. Esto es particularmente importante si el aislado de la colonia se cultivé en agar que
contiene gldbulos rojos. El arrastre de glébulos rojos en la prueba puede dar como resultado una
reaccion positiva falsa. Por ultimo, se us6 un gotero o una pipeta Pasteur, para colocar 1 gota de 3%
H20- en la colonia que se encuentra en el portaobjetos. No mezclar y observar los resultados. Las
reacciones positivas son evidentes por efervescencia inmediata (formacidn de burbujas) y si no hay

ninguna formacion de burbujas (ninguna enzima catalasa para hidrolizar el peréxido de hidrégeno)
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y, por lo tanto, representa una reaccion de catalasa negativa (Figura 12) (Reiner, 2010; Arteaga-
Garibay et al., 2012).

Figura 12. Posibles resultados de la prueba de catalasa. Catalasa positiva, formacion de burbujas y Catalasa
negativa, no hay ninguna formacién de burbujas (Reiner, 2010; Arteaga-Garibay et al., 2012).

Oxidasa. Este método esta basado en la capacidad de ciertas bacterias para producir azul de indofenol a
partir de la oxidacion de dimetil-p-fenilendiamina y o-naftol. Gaby y Hadley introdujeron un
método mas sensible usando N, N-dimetil-p-fenilendiamina oxalato, en el que todos los
estafilococos eran oxidasa negativos. En presencia de la enzima citocromo oxidasa (bacterias gram-
negativas), el N, N-dimetil-p-fenilendiamina oxalato y el a-naftol reaccionan al azul de indofenol.
En un portaobjetos se coloc 0.2ml de medio liquido inoculado con la bacteria (18-24 horas),
encima se le agregd un disco de oxidasa y se esperd aproximadamente por 2 minutos a una
temperatura de 25-30°C. Si el disco cambia a un color azul-violeta oscuro (oxidasa positiva) y si el
disco no tiene ningun cambio de color (oxidasa negativa), como se muestra en la Figura 13 (Britania,
2010; SIGMA-ALDRICH, 2013).

Figura 13. Posibles resultados de la prueba bioquimica de oxidasa. Positivo (color azul-violeta) y negativo
(sin cambio en el color) (SIGMA-ALDRICH, 2013).

Coagulasa. Esta prueba permite diferenciar Staphylococcus aureus (coagulasa positivo) del resto de
especies de Staphylococcus (coagulasas negativos). La técnica en tubo detecta coagulasa libre y
ligada. La coagulasa libre es la procoagulasa (enzima extracelular bacteriana) y la coagulasa ligada

o factor de agregacion actla directamente sobre el fibrindgeno y lo convierte en fibrina (Cappuccino
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y Sherman, 2013). La prueba de coagulasa consiste en tomar 30 uL de medio liquido bacteriano
puro y transferirlo a un tubo que tenga 30 pL de plasma, para posteriormente poner a incubar por
24 h a 37°C, si la reaccion es positiva se observard un coagulo (Figura 14) entre 3-4 h (Jiménez-
Sanchez, 2015).

NEGATIVO (-) POSITIVO (+)

Figura 14. Posibles resultados de la prueba bioquimica de coagulasa. Positivo (formacion de coagulo) y
negativo (no se forma coagulo) (Jiménez-Sanchez, 2015).

6.2.4. Métodos semiautomatizados
Los sistemas miniaturizados API son métodos rapidos que permiten la identificacion de microorganismos a
través de la realizacion de diferentes pruebas bioguimicas. La APl 20E permite la identificacion de

microorganismos pertenecientes al grupo de las Enterobacteriaceae y de otros bacilos Gram negativos.

APl 20E, se siembra la bacteria en AMH por 24 h, después se toma una colonia bien aislada del
microorganismo y se re-suspende homogéneamente en 5 mL de solucidn salina (1% de NaCl) o 5 mL de
agua estéril. Se llena con la suspension de bacterias cada reaccion, se llenan bien los pocillos: Citrato (CIT),
Voges-Proskauer (VVP), gelatinasa (GEL), con la suspension de bacterias. Se cubre con parafina los pocillos:
Arginina deshidrolasa (ADH), lisina descarboxilasa (LDC), ornitina descarboxilasa (ODC), ureasa (URE),
H,S para obtener anaerobiosis se coloca la tira en su propia cdmara himeda de incubacion. Previamente los
pocillos se llenan de agua para proporcionar una atmosfera himeda durante la incubacion. Por ultimo, se
incuba a 37°C durante 24 h, para posteriormente proceder a realizar la lectura y andlisis de los resultados

con la ayuda de una tabla de lectura del propio API 20E.

La API Staph permite la identificacion de microorganismos pertenecientes al género Staphylococcus,
Micrococcus y Kocuria. Es una galeria conformada por 20 reacciones en 20 pocillos. Las primeras 11
pruebas demuestran la reaccion de enzimas metabdlicas, que son la reduccion de azucar, urea, H.S y las
ultimas 9 reacciones, son enzimas del metabolismo de carbohidratos, donde de acuerdo al cambio de color

es considerada positiva o negativa, después del periodo de incubacion de 24 h a 37°C.
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6.2.5. Cinéticas de crecimiento bacteriano

La cinética del crecimiento bacteriano se realizé con la finalidad de establecer las condiciones y los tiempos
necesarios para realizar los ensayos de susceptibilidad antimicrobianas con las 2 cepas con las que se trabaja.
Para realizar dichas cinéticas, se inocularon con la bacteria, tubos que contengan Mueller Hinton Liquido
esteril, para posteriormente meter a incubar a 37°C por 2 h, se medird DOsgsnm hasta obtener 0.2 de
absorbancia, una vez hecho esto el indculo se coloc6 en una placa Elisa de 96 pocillos, se meti6 a incubar a
37°C. El seguimiento de las cinéticas se realizé a través de la medicion de la Densidad Optica (DO), cada 2
h hasta completar 12 h de crecimiento, con los resultados se realiz6 una grafica de la absorbancia contra el
tiempo.

6.3. Purificacién de los péptidos antimicrobianos

6.3.1. Purificacion mediante HPLC

Los péptidos liofilizados se disolvieron en una solucién al 10% (acetonitrilo/agua) acidificada con TFA
0.1%, para llevar a cabo la purificacion de los mismos por HPLC utilizando como solvente A: 0.1% TFA
en H;O, y como solvente B: 0.1% TFA en acetonitrilo (ACN). Los péptidos fueron separados en una
columna analitica Cis (10 x 250 mm.) en fase reversa, con un gradiente de 10-60% de solvente B en un

lapso de 70 min (1ml/min), como se puede observar en la tabla.

Tabla 9. Metodologia de purificacion de péptido antimicrobiano (Martinez-Paula, 2017).

Tiempo (min) A [%] B [%6] Flujo [mL/min] Max. Limite de Presion [bar]
0.00 90.0 10.0 1.000 600.00
5.00 90.0 10.0 1.000 600.00
55.00 40.0 60.0 1.000 600.00
60.00 0.0 100.0 1.000 600.00
65.00 0.0 100.0 1.000 600.00
70.00 90.0 10.0 1.000 600.00

Posteriormente para realizar la identificacidn de los péptidos purificados, se realizé la determinacién de su

peso molecular por medio de espectrometria de masas.

6.3.2. Cuantificacion de proteina
Los PAM fueron cuantificados en base a su peso seco en mg, y a su absorbancia la longitud de onda A

280nm y su coeficiente de extincion, a través de la ley de Lambert-Beer:

A = edc Ecuacion 1

A: absorbancia de cada péptido a 280nm
&: coeficiente de extincion molar del péptido (expresado como M cm™)
d: distancia que atraviesa el haz de luz (1.0cm)
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C: concentracion de la sustancia absorbente en el medio (M, mol/L)

Se consider6 una longitud de onda (L) de 280 nm para los PAM Css54 [15E]** y Css54 [14]*°. El € obtenido

a través del servidor EXPASY Proteomics Tools (seccion Prot Param) es de 5500 M cm.

6.3.3. Determinacién de la susceptibilidad de las bacterias S. aureus y E. coli.

Para la determinacion de la susceptibilidad o resistencia de las bacterias frente a los antibidticos, se
realizaron pruebas segun la técnica de Kirby-Bauer, a lo cual, se prepararon cajas de 100 mm con medio
agar Mueller-Hinton, estas deben tener un espesor de 4 mm de agar.

De acuerdo a la técnica de Kirby-Bauer del CLSI, 2018 se estriaron cajas con las cepas de S. aureus y E.
coli, dejandolas incubar por un periodo de 18-24 h a una temperatura de 35-37°C, después se inocul6 un
tubo para cada cepa bacteriana con solucion isotonica hasta llegar a una DOsgs 0.08-0.13 posteriormente se
tomé un hisopo y se sumergi6 en la suspensién bacteriana quedando este empapado, por las paredes del
tubo de ensayo se descargo el hisopo para retirar el exceso de suspension. Se procedid a inocular las cajas
con medio agar Mueller-Hinton antes preparadas, con un estriado masivo en diferentes direcciones y estas
se dejaron secar. Una vez que el inoculo de bacterias secd, se colocaron no mas de 5 discos con sus
respectivas concentraciones de antibiotico; los discos se colocaron con pinzas estériles y a no menos de 24
mm de distancia, de centro a centro. El diametro de cada zona debe ser claramente medible; ya que las zonas
superpuestas evitan una medicion precisa. Las cajas Petri se llevaron a incubar por 24 h. a una temperatura
de 35+2°C, para observar los halos de inhibicion en mm (zonas claras alrededor del disco). De acuerdo, a
los métodos de referencia estandar se procedié a determinar la susceptibilidad por la (CLSI, 2018), para

definir si la cepa bacteriana es Sensible (S), Intermedio () y/o Resistente (R) a los antibiéticos.

6.4. Determinacion de concentracién minima inhibitoria de antibi6ticos comerciales y péptidos
antimicrobianos

6.4.2. Método por dilucién en medio liquido

Para determinar la CMI de los PAMSs y los antibi6ticos comerciales, se realizé una dilucion en medio liquido
basados en las especificaciones del CLSI, 2018. En una placa de Elisa de 96 pozos con medio liquido
Mueller-Hinton, en cada pocillo se deposité 100 uL de PAM y/o antibiéticos comerciales, los cuales, se
prepararon a diferentes concentraciones desde 0.1 a 100 uM, también se colocd ampicilina (control de
inhibicion del crecimiento bacteriano) y Acetonitrilo 10% en agua (control de crecimiento bacteriano sin
inhibicion), posteriormente se afiadié el indculo de bacterias en medio liquido (2h de incubacion). El

seguimiento de las cinéticas de inhibicion se realizé midiendo el cambio de absorbancia (595 nm) respecto

32



al tiempo de incubacion a los indculos de bacteria en medio liquido en presencia y ausencia de los PAM y/o
los antibioticos comerciales o ampicilina, el seguimiento de las cinéticas se realiz6 a través de la medicion
de la Densidad Optica (DO), cada 2 h hasta completar 12 h de crecimiento. Si el registro de absorbancia de
los PAM y/o antibioticos comerciales no presentan diferencia significativa con el correspondiente para la
presencia de ampicilina, se determina un efecto bactericida, y el valor de la CMI corresponde a la menor
concentracion utilizada que presenta un efecto bactericida, cuando el registro de absorbancia es mayor al de
la ampicilina pero menor al de las bacterias sin presencia de PAM y/o antibi6tico, el efecto es bacteriostatico
y se reporta el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano, todos los ensayos se realizaron
por triplicado (Martinez-Paula, 2017; Jiménez-Sanchez, 2015).

6.5. Disefio de mezclas de antibidtico méas péptido antimicrobiano

Una vez que ya se los valores de las CMI individuales (péptidos y antibidticos), se procedi6 a evaluar la
actividad antimicrobiana de mezclas de antibidticos y PAM’s. Para este fin se utiliz6 el método de disefio
tipo ajedrez (Tabla 9), el cual consiste en la elaboracién de una matriz de diluciones multiples de los agentes
a evaluar en concentraciones iguales, por arriba y por debajo de las CMI de cada agente antimicrobiano
antibidticos y PAM’s (Jiménez-Sanchez, 2015). Las concentraciones que se utilizaron para este analisis,
correspondieron a cuatro o cinco concentraciones por debajo del valor de la CMI, la CMI y el doble de la
CMI (Jiménez-Sanchez, 2015).

Las concentraciones de los agentes antimicrobianos incluidos en las mezclas que presentaron efectos
bactericidas, se transformaron a Concentraciones Fraccionales Inhibitorias (CFI). Las CFI de un agente
antimicrobiano individual (B) es la relacion de la CMI del antimicrobiano en combinacion con el segundo
compuesto (AB) a la CMI del antimicrobiano por si solo (B) y la concentracion necesaria del compuesto

para inhibir el crecimiento cuando se combina con otro agente antimicrobiano se expresa como una fraccion:

cCM1 i <z
CFIA — ( AenpresenctadeB) EcuaC|0n 2
(CM1,)
CMI i -z
CFIB — ( BenpresenctadeA) ECU&Clon 3

(CcMIp)

Se obtuvo el indice CFI para las diferentes combinaciones (PAM vs antibi6tico comercial).

Indice CFI = CFI, + CFIy Ecuacion 4

33



El resultado del indice CFI produce un solo nimero que indica el tipo de efecto existente. Si el resultado de
la sumatoria es: =1 el efecto de la combinacién es efecto aditivo, si es <1 el efecto es sinérgico ¢ si es >1 el
efecto es antagonico (Jiménez-Sanchez, 2015).

Tabla 10. Disefio tipo ajedrez para determinar la actividad antimicrobiana de dos compuestos en
combinacién (Jiménez-Sénchez, 2015).

AGENTE B
Antibiético comercial

puM 100 50 25 12.5 6.2

25 100/25 50/25 25/25 12.5/25 6.2/25

12.5 ]| 100/12.5 | 50/12.5 | 25/125 | 12.5/12.5 | 6.2/12,5

6.2 100/6.2 | 50/6.2 25/6.2 12.5/6.2 6.2/6.2

AGENTE B
Péptido antimicrobiano (PAM)

3.2 100/3.2 | 50/3.2 25/3.2 12.5/3.2 6.2/3.2

1.6 100/1.6 | 50/1.6 | 25/1.6 12.5/1.6 6.2/1.6
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Verificacion de cepas
7.1.1. Morfologia en colonia de S. aureus

Staphylococcus aureus es una cepa proveniente de la ATCC. Esta cepa en agar Mueller-Hinton (medio rico),
presentd colonias de aproximadamente de 1 a 3 mm de didmetro, lisas, de bordes enteros, levemente
convexas y con una coloracion que va desde color crema al amarillo, como se muestra en la Tabla 11 (Aryal,
2015).

Posteriormente la cepa de S. aureus se sembrd en medios de cultivo selectivos y diferenciales como: agar
sangre, que es un medio diferencial suplementado con 5-10% de sangre ovina desfibrinada estéril a
temperatura ambiente, el agar debe estar a 45-50°C, este medio permite el crecimiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes y se utiliza para ver la capacidad hemolitica de los microorganismos patgenos.
Observando los halos hemoliticos alrededor de las colonias, se determina el tipo de hemélisis que presentan:
alfa (es una lisis parcial de los glébulos rojos por la oxidacién de la hemoglobina con halo color verde), beta
(es una lisis total de gl6bulos rojos con halo amarillo) o0 gamma (hay una ausencia de lisis de los glébulos
rojos, no presenta halo) (Cappuccino y Sherman, 2013; Britania, 2015). Las colonias de la cepa de S. aureus

crecieron de una coloracion entre blanco y gris sin hemolisis como se muestra en la Tabla 11.

Otro medio de cultivo utilizado fuel el CHROMagar Staph aureus, es un medio cromogénico para el
aislamiento y la diferenciacion directa de S. aureus en muestras clinicas e industriales, por color especifico
de la colonia (CHROMagar, 2015). Las colonias de la cepa S. aureus presentaron las caracteristicas
morfoldgicas de género y especie, las cuales fueron: pigmentacion malva, lisas y con bordes redondos (Tabla
11).
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Tabla 11. Resultados teoricos y experimentales de S. aureus, en los diferentes medios de cultivo

(CHROMagar, 2015; Britania, 2015; Aryal, 2015).

Medios de cultivo

Resultados tedricos

Resultados esperados

Resultados experimentales

Agar Mueller-

Hinton

Buen crecimiento,
lisas, de bordes
enteros, levemente

convexas y con una
coloracion que va
desde color crema al
amarillo

Agar sangre

Colonias grandes, de
color entre blanco y
gris 0 entre crema y
amarillo, con o sin
hemdlisis.

CHROMagar
Staph aureus

El crecimiento de las
colonias debe tener
una coloracién malva.

S.saprophyticus

S.aureus

7.1.2.

Morfologia microscopica de S. aureus

A lacepa S. aureus se le realiz6 la identificacion microscépica mediante microscopia 6ptica con un lente de
100X, como resultado se obtuvo una morfologia de cocos en racimo y al realizarle la tincién resulté Gram
positiva con una coloracién violeta (Tabla 12), segin la libreria de NCBI y el Manual de Préacticas

Bacteriologia Médica, se obtuvo un resultado correcto.
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Tabla 12. Resultado tedrico y experimental de la tincién de Gram de S. aureus (Tracey & Chandrashekhar.,
2018; Arteaga et al., 2012).

Identificacion
microscopica

Resultado
tedrico

Resultado esperado

Resultado experimental

Tincion de Gram

Gram-positiva
Coloracion azul/
plrpura, con
morfologia de
cocos y que se
agrupan en
racimos
"similares a
uvas”.

LS
¢

7.1.3. Pruebas Bioquimicas de S. aureus

Las pruebas bioguimicas realizadas a la cepa de S. aureus, fueron: catalasa (dio positivo), oxidasa (dio

negativo) y coagulasa (dio positivo). Arteaga et al., en el 2012; Tracey & Chandrashekhar, 2018; reportan

gue S. aureus a las pruebas bioguimicas da: catalasa positiva (todas las especies patogenas de

Staphylococcus), coagulasa positiva (para distinguir a Staphylococcus aureus de otras especies de

Staphylococcus) y oxidasa negativa; por lo tanto, los resultados obtenidos con nuestra cepa son correctos,

Tabla 13.

Tabla 13. Resultados tedricos y experimentales de las pruebas bioquimicas de S. aureus (Arteaga et al.,

2012; Tracey & Chandrashekhar, 2018).

P_ruebg . Resultado teérico | Posibles resultados
bioguimica

5

2

0

0

o
Catalasa Positivo (+)

o
0
12
]
-
2
©
é

Resultado experimental
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Continuacion de la Tabla 13.

Prueba Resultado

Lo .- Posibles resultados Resultado experimental
bioguimica tedrico

Oxidasa Negativo (-)

I

Coagulasa Positivo (+)

NEGATIVO (-) POSITIVO (+)

7.1.4. Morfologia en colonia de E. coli

Escherichia coli es otra cepa proveniente de la ATCC. Esta cepa fue sembrada en 6 medios de cultivos
diferentes: agar Mueller-Hinton, agar Sangre, agar de Eosina y Azul de Metileno, agar McConkey, agar
Salmonella-Shigella y CHROMagar Salmonella, todos estos para realizar la verificacion de morfologia de
colonia. En agar Mueller-Hinton (medio rico), sus colonias se observan ligeramente blanquecinas, con una
superficie suave brillante y un aspecto himedo, su consistencia es blanda y una elevacion convexa, miden

de 2 a 3 um, como se muestra en la Tabla 14.

Posteriormente la cepa de E. coli se sembrd en medios de cultivos selectivos y diferenciales como: agar
sangre, es un medio diferencial suplementado con 5-10% sangre ovina desfibrinada estéril a temperatura
ambiente, el agar debe estar a 45-50°C, este medio permite el crecimiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes y se utiliza para ver la capacidad hemolitica de los microorganismos patégenos.
Observando los halos hemoliticos alrededor de las colonias, se determina el tipo de hemdlisis que poseen:
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alfa (es una lisis parcial de los glébulos rojos por la oxidacién de la hemoglobina con halo color verde), beta
(es una lisis total de globulos rojos con halo amarillo) o gamma (hay una ausencia de lisis de los glébulos
rojos, no presenta halo) (Cappuccino y Sherman, 2013; BD, 2013). Las colonias de la cepa de E. coli

crecieron con una coloracion gris, presentaron hemolisis, como se muestra en la Tabla 14.

El tercer medio de cultivo en el que se sembro E. coli fue Agar de Eosina y Azul de Metileno, este medio
contiene los colorantes de azul de metileno y eosina, los cuales inhiben bacterias Gram-positivas. Los
colorantes también actdan como indicadores diferenciales en respuesta a la fermentacion de la lactosa o la
sacarosa por parte de los microorganismos. Los coliformes como E. coli producen colonias de color negro
azulado, mientras que las colonias de Salmonella y Shigella son incoloras o de color ambar transparente.
Las colonias de E. coli pueden exhibir un brillo verde metalico caracteristico debido a la rpida fermentacién
de la lactosa (BD, 2013; Raquid, et al., 2018). Las colonias de la cepa E. coli presentaron una coloracién de
negro azulado, con una precipitacion de verde brillante, por lo tanto, los resultados son correctos segln los

estudios de Raquid y colaboradores en el 2018 (Tabla 14).

El cuarto medio de cultivo que se utilizd para la verificacion morfoldgica de E. coli fue el agar McConkey,
el cual, contiene peptonas gue son las que proporcionan los nutrientes, el cristal violeta inhibe las bacterias
Gram-positivas, en especial los enterococos y estafilococos. La diferenciacién de los microorganismos
entéricos se logra mediante la combinacién de lactosa y el indicador de pH rojo neutro, con estos crecen
colonias incoloras o de color de rosa a rojo segun la capacidad del aislado para fermentar carbohidratos
(BD, 2014; Barcella, et al., 2016). Las colonias de la cepa de E. coli crecieron de una coloracion rosada con

precipitacion de bilis, como se muestra en la Tabla 14.

También se cultivo E. coli en el medio de agar Salmonella-Shigella, este medio contiene lactosa. Los
organismos que fermentan lactosa producen acido, por lo que sus colonias presentan una coloracion roja
debido a la presencia del indicador rojo neutro. Los organismos no fermentadores de lactosa forman colonias
incoloras. Este ultimo grupo incluye la mayoria de los patdgenos intestinales, incluidas Salmonella y
Shigella (BD, 2013; Aryal, 2016). Como E. coli es una cepa fermentadora de lactosa, presentd una
coloracion rojo carmesi con precipitacion, estos resultados son correctos segln en el reporte de Aryal de
2016 (Tabla 14).

Otro medio de cultivo utilizado fue el CHROMagar Salmonella, es un medio cromogénico para la deteccién
y el aislamiento de especies de Salmonella, incluidas S. typhi y S. paratyphi A, en este medio las colonias
desarrollan una coloracion malva; mientras que para coliformes como E. coli, las colonias son pequefias con

una coloracion verde-azulado (CHROMagar, 2016). Las colonias de la cepa E. coli presentaron las
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caracteristicas morfoldgicas de género y especie, como lo indica el instructivo del CHROMagar Salmonella

(Tabla 14).

Tabla 14. Resultados teéricos y experimentales de E. coli,

(CHROMagar, 2016; Britania, 2015; Aryal, 2016).

en los diferentes medios de cultivo

Medios de cultivo

Resultados teoricos

Resultados esperados

Resultados experimentales

Agar  Mueller-
Hinton

Las colonias son
blanquecinas, con una
superficie suave brillante,
con un aspecto himedo y
una elevacioén convexa.

Agar sangre

Colonias con un
crecimiento  bueno o
excelente, puede ser o no
beta hemolitica.

Agar de Eosina'y
Azul de Metileno

Las colonias tendran un
crecimiento de bueno a
excelente; colonias de color
negro azulado con brillo
metalico
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Continuacion de la tabla 14.

Medios de cultivo

Resultados
tedricos

Resultados esperados

Resultados experimentales

Agar McConkey

Crecimiento;
colonias de
color rosa
(pueden estar
rodeadas de
una

zona con
precipitacion
de bilis)

Agar Salmonella-

Shigella

Inhibicién de
parcial a
completa;
colonias de
color rojo
carmesi  con
precipitacion

CHROMagarSalmonella

Inhibicién
parcial a
completa;
colonias color
verde-azulado

-
/

Salmonella

E.coli

7.1.5. Morfologia microscopica de E. coli

A la cepa E. coli se le realizo la identificacion microscopica mediante microscopia dptica con un lente de

100X, como resultado se obtuvo una morfologia de bacilos cortos y al realizarle la tincion resultdé Gram

positiva con una coloracién rosada (Tabla 15), segin el Manual de Practicas Bacteriologia Médica, se

obtuvo un resultado correcto.
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Tabla 15. Resultado tedrico y experimental de la tincion de Gram de E. coli (Arteaga et al., 2012).

Identificacion
microscopica

Resultado teérico

Resultado esperado

Resultado experimental

Tincion de Gram

Gram negativa
Coloracion rosada, con
morfologia de bacilos
cortos

7.1.6.

Pruebas Bioquimicas de E. coli

Las pruebas bioquimicas realizadas a la cepa de E. coli, fueron: catalasa (dio positivo), oxidasa (dio

negativo) y coagulasa (dio negativo). Arteaga et al., en el 2012 y Al Humam (2016), reportan que E. coli en

las pruebas bioquimicas como resultado: catalasa positiva (todos los miembros de la familia

Enterobacteriaceae), coagulasa y oxidasa negativa (todas las Enterobacteriaceae son oxidasa negativa);

por lo tanto, los resultados obtenidos con nuestra cepa son correctos, Tabla 16.

Tabla 16. Resultados tedricos y experimentales de las pruebas bioquimicas de S. aureus (Arteaga et al.,
2012; Al Humam, 2016).

Prueba bioguimica

Resultado tedrico

Posibles resultados

Catalasa

Positivo (+)

:
:
0

(+) OALLISOd

Resultado experimental
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Continuacion de la Tabla 16.

Prueba bioquimica

Resultado teérico

Posibles resultados

Resultado experimental

Oxidasa

Negativo (-)

I

Coagulasa

Negativo (-)

NEGATIVO (-) POSITIVO (+)

7.2. Purificacion de los péptidos antimicrobianos

7.2.1. Purificacion mediante HPLC

La purificacion de las dos variantes del péptido Css54 evaluadas en este trabajo se realizé mediante HPLC,

las corridas cromatogréaficas fueron monitoreadas a una longitud de onda de 280 nm, finalmente todas las

fracciones de interés fueron colectadas manualmente. En la Figura 15 (paneles a-b) se muestran los

cromatogramas correspondientes a la ultima fase de purificacion de las variantes cortas del péptido Css54.
Los tiempos de retencion de las variantes fueron: para Css54 [15E]** de 42.02 min y para Css54 [14]*° de

42.78 min respectivamente.
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Figura 15. Cromatogramas de las Minutos (min) variantes  cortas  del  péptido
antimicrobiano Css54: a) Css54[15E]*y b) Css54[14]".

7.2.2. Determinacion de la susceptibilidad de las bacterias S. aureus y E. coli.
S. aureus

Para evaluar a que antibioticos, es resistente o sensible la cepa de S. aureus ATCC 25923, se realiz0 la
técnica de Kirby-Bauer con unidiscos de diferentes antibiGticos para cepas Gram positivas, en total se
probaron 7 diferentes unidiscos de antibidticos (ANEXO C.1.). Segun la CLSI de 2018, esta cepa presento
sensibilidad a los 7 antibi6ticos: Ampicilina (10 pg), Cefotaxima (30pg), Gentamicina (10 pg), Cefepime
(30 pg), Levofloxacina (5 pg), Sulfametoxazol-Trimetoprima (25 pg) y Tetraciclina (30 pg), como se puede
observar en la Tabla 17.
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Tabla 17. Resultados de susceptibilidad de S. aureus ATCC 25923, con los unidiscos de antibidticos a

través de la técnica de Kirby-Bauer (CLSI, 2018).

Concentracién del S. aureus, puntos S. aureus, halos
Antibiético Abreviatura unidisco (ug) de corte (mm), de inhibicién Resultado
HO CLSI,2018 (mm)
Ampicilina AM 10 27-35 30 S
Cefotaxima CTX 30 25-31 30 S
Gentamicina GM 10 19-27 23 S
Cefepime FEP 30 23-29 26 S
Levofloxacina LEV 5 25-30 27 S
Sulfametoxazol- SXT 25 24-32 28 s
Trimetoprima
Tetraciclina TE 30 24-30 30 S
R=Resistencia; S= Sensible; N.D.=No determinado

Para una mejor seleccion de antibidticos para S. aureus, se le evalu6 la resistencia a una cepa de aislado
clinico, a la cual se le realiz6 la técnica de Kirby-Bauer con sensidiscos de Bio-Rad para bacterias Gram
positivas, en total se probaron 11 antibioticos (ANEXO C.2.): Ampicilina (10 ug), Cefalotina (30 ug),
Cefepime (30 pg), Cefotaxima (30 pg), Cefuroxima (30 ug), Eritromicina (15 pg), Gentamicina (10 ug),
Levofloxacina (5 pg), Penicilina (10 pg), Sulfametoxazol-Trimetoprima (25 pg) y Tetraciclina (30 ug).
Como resultado se obtuvo que la cepa era resistente a los 11 antibidticos, como se puede observar en la
Tabla 18.

Tabla 18. Resultados de susceptibilidad de S. aureus de aislado clinico, con los sensidiscos de antibiéticos
de Bio-rad a través de la técnica de Kirby-Bauer (CLSI, 2018).

., S. aureus,
Concentracion |S. aureus, puntos halos de
AB Abreviatura del sensidisco de corte (mm), inhibici6 Resultado
(1g) CLSI 2018 inhibicion
’ (mm)
Ampicilina AM 10 27-35 10 R
Cefalotina CF 30 29-37 23 R
Cefepime FEP 30 23-29 4 R
Cefotaxima CTX 30 25-31 13 R
Cefuroxima CXM 30 27-35 23 R
Eritromicina E 15 22-30 19 R
Gentamicina GE 10 19-27 18 R
Levofloxacino LEV 5 25-30 23 R
Penicilina PE 10 26-37 4 R
Sulfametoxazol- SXT 25 24-32 5 R
Trimetoprima
Tetraciclina TE 30 24-30 22 R
R=Resistencia; S= Sensible; N.D.=No determinado
*BlO-RAD: CAT 71080480




E. coli

A lacepade E. coli ATCC 25922, también se le realiz6 la técnica de Kirby-Bauer con unidiscos de diferentes
antibioticos para cepas Gram negativas, en total se probaron 5 diferentes unidiscos de antibiéticos (ANEXO
C.3.). Segun la CLSI de 2018, esta cepa presentd sensibilidad a los 5 antibi6ticos: Ampicilina (10 pg),
Cefotaxima (30ug), Gentamicina (10 pg), Cefepime (30 pug) y Levofloxacina (5 pg), como se puede
observar en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultados de susceptibilidad de E. coli ATCC 25922, con los unidiscos de antibidticos a través
de la técnica de Kirby-Bauer (CLSI, 2018).

. Concentracién E.coli, puntos E. coli, halos de
AB Abreviatura del unidisco (ug) de corte (mm), in'hibic,ién (mm) Resultado
CLSI,2018
Ampicilina AM 10 15-22 19 S
Cefotaxima CTX 30 29-35 30 S
Gentamicina GM 10 19-26 21 S
Cefepime FEP 30 31-37 31 S
Levofloxacina LEV 5 29-37 35 S
R=Resistencia; S= Sensible; N.D.=No determinado

Para una mejor seleccidn de antibidticos para E. coli, se le evalu6 la resistencia a una cepa de aislado clinico,
a la cual se le realizé la técnica de Kirby-Bauer con sensidiscos de Bio-Rad para bacterias Gram negativas,
en total se probaron 12 antibidticos (ANEXO C.4.): Amikacina (30 pg),Ampicilina (10 pg), Cefalotina (30
1g), Cefepime (30 ug), Cefotaxima (30 pg), Ceftriaxona (30 pug), Cloranfenicol (30 pg), Gentamicina (10
ug), Levofloxacina (5 pg), Netilmicina (30 pg), Nitrofurantoina (300 pg) y Sulfametoxazol-Trimetoprima
(25 pg). Como resultado se obtuvo que la cepa era resistente a 10 antibiéticos y sensible a 2 antibiéticos,

como se puede observar en la Tabla 20.
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Tabla 20. Resultados de susceptibilidad de E. coli de aislado clinico, con los sensidiscos de antibidticos de
Bio-rad a través de la técnica de Kirby-Bauer (CLSI, 2018).

e porevaura | G B s o) Sl ieste | Ry
Amikacina AK 30 19-26 16 R
Ampicilina AM 10 15-22 10 R
Cefalotina CF 30 15-21 11 R
Cefepime FEP 30 31-37 15 R
Cefotaxima CTX 30 29-35 22 R
Ceftriaxona CRO 30 29-35 26 R
Cloranfenicol CL 30 21-27 21 S
Gentamicina GE 10 19-26 10 R
Levofloxacina LEV 5 29-37 22 R
Netilmicina NET 30 22-30 17 R
Nitrofurantoina NF 300 20-25 18 R
?ﬁ:{;‘ggg’ﬁﬁfg' SXT 25 23-29 25 s

R=Resistencia; S= Sensible; N.D.=No determinado

*BIO-RAD: CAT 71080480

El método de Kirby-Bauer, es una técnica que se puede realizar ya sea en pozo o disco ya gue actualmente
ambos se encuentran estandarizados y son recomendados por el Subcomité de ensayos de susceptibilidad
del CLSI, de los Estados Unidos.

A través de este método se determina en forma cualitativa el efecto de ciertas sustancias a estudiar (en este
caso algunos antibioticos comerciales) sobre cepas bacterianas las cuales pueden provenir de muestras
aisladas de pacientes o bien ser de referencia (ATCC). El método se desarrolla en base a la relacion entre la
concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y que se encuentra

sembrado de forma homogénea con el microorganismo a estudiar (Sanchez-Garcia, et al., 2016).

Es importante conocer el efecto de ciertos antibioticos comerciales a estudiar sobre las cepas bacterianas,
ya que existen reportes como en el de Akanbi y colaboradores en el afio 2016, donde realizaron la evaluacion
de la susceptibilidad de aislados de S. aureus, obtuvieron como resultado que la susceptibilidad antibidtica
de 30 aislamientos de S. aureus, reveld grados variables de patrones de susceptibilidad frente a los agentes
antimicrobianos. En general, los antibioticos méas efectivos para S. aureus fueron Cefoxitina 76.7%,
Cloranfenicol 83.3%, Levofloxacina 86.7% e Imipenem 96.7%. También se registrd una susceptibilidad

baja, >50% a Vancomicina y Doxiciclina (50%), Tetraciclina y Sulfametoxazol-Trimetoprima (56.7%),
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Gentamicina (63.3%) y Ciprofloxacina (66.7) %). Se identificO una mayor resistencia a la Eritromicina
(70%) y Clindamicina y Rifampicina (80%), con resistencia a la Penicilina G y Ampicilina la més alta (cada
registro de 96.7%) (Akanbi, et al., 2016).

Un claro ejemplo de la resistencia bacteriana de E. coli a antibidticos comerciales, es el reporte de Rasheed
y colaboradores en el 2014; en el cual realizaron una recoleccion de aislados de E. coli provenientes de
alimentos como carne de pollo, verduras, huevo, leche, etc., en el cual, al evaluar la susceptibilidad de estos
aislados con antibidticos comerciales, obtuvieron como resultado resistencia a uno 0 mas agentes
antimicrobianos en 22 (14.7%) aislamientos de detectados en un total de 150 muestras y se observo un
patrén de resistencia multiple a los medicamentos.

El tipo dominante de resistencia fue la Ampicilina y la Amoxicilina detectadas de forma idéntica en 20
(13,3%) aislamientos, seguidos de Tetraciclina en 19 (12,6%), Cotrimoxazol en 17 (11,3%), Estreptomicina
en 12 (8%), Ciprofloxacina y Ofloxacina en 10 (6,6%) cada una, Cefotaxima en 8 (5,3%) y Gentamicina,
Cloranfenicol y Amoxicilina-Acido clavulanico en 7 (4,6%) de cada aislado. 22 aislamientos de E. coli
provocaron 18 patrones diferentes de resistencia a los antibioticos a los agentes utilizados en este estudio.
Ninguno de los aislamientos se encontrd resistente al Imipenem, Tigeciclina y Colistina (Rasheed, et al.,
2014).

Dados los resultados de las cepas de S. aureus y E. coli, tanto de ATCC como las de aislado clinico e
inclusive los datos de los estudios antes mencionados; Ampicilina fue el antibiético que se seleccioné para
evaluar su actividad antimicrobiana en combinacion con los péptidos cortos Css54 [15E]** y Css54 [14]*°,
ya que la incidencia de resistencia bacteriana a este antibiético va en aumento. Por lo que en este estudi6 se
buscé disminuir las dosis efectivas de Ampicilina al combinarlas con nuestros péptidos cortos, es decir,

poder generar un efecto sinérgico y/o aditivo.
Por ello la resistencia a los antimicrobianos ha sido reconocida como un problema mundial emergente en

medicina veterinaria y humana, tanto en paises desarrollados como en desarrollo. También por lo cual, se

deben de tomar precauciones para disminuir la incidencia de mas cepas resistentes a multiples antibiéticos.
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7.3. Determinacion de concentracién minima inhibitoria de antibiéticos comerciales y péptidos

antimicrobianos.

7.3.1 Determinacion de concentracion minima inhibitoria de los péptidos Css54[15E]** y Css54[14]*,
en S. aureus ATCC 25923y E. coli ATCC 25922 por el método por dilucion en medio liquido.

Para un andlisis mas detallado de la determinacion de concentracion minima inhibitoria de la actividad
antimicrobiana de los péptidos Css54[15E]** y Css54[14]*° en S. aureus ATCC 25923, se realiz6 un ensayo
de actividad antimicrobiana por el método de dilucion, a diferentes concentraciones. Como control positivo
se colocd Ampicilina (10ug/ml) + in6culo de bacteria y como control negativo se utilizo el crecimiento de
la bacteria sola. En la Figura 16 se muestran las cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano de S.
aureus ATCC 25923 en presencia de los péptidos Css54[15E]** y Css54[14]*°. El péptido Css54[15E]**
presenté una CMI de 25 pM, con un porcentaje de inhibicién del 97% aproximadamente, como se muestra
en la Figura 17a; mientras que el péptido Css54 [14]*° presenté actividad antimicrobiana bactericida contra
S. aureus, con valores de CMI de 25 y 12.5 uM, con porcentajes de inhibicion de 76 y 75%

aproximadamente (Figura 17b).
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Figura 16. Cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano, efecto de los péptidos sobre S. aureus ATCC
25923. A. Css54 [15E]* y B. Css54 [14]*5.
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Figura 17. Porcentajes de crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC 25923, a las diferentes
concentraciones de los péptidos A. Css54 [15E]™ y B. Css54 [14]*°, a las 12 horas de incubacion.
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En la Figura 18, se muestran las cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli ATCC 25922

en presencia de los péptidos Css54 [15E]** y Css54 [14]*° presentaron actividades bactericidas, con valores

de CMI de 50 puM, con porcentajes de inhibicién del 60% aproximadamente para Css54 [15E]**y de 55%

para Css54 [14]*°, como se muestra en la Figura 19 y presentaron actividades bacteriostaticas a partir de los

valores de 25 pM.
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Figura 18. Cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano, efecto de los péptidos sobre E. coli ATCC
25922. A. Cssb4 [15E]** y B. Cssb4 [14]™.
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Figura 19. Porcentajes de crecimiento bacteriano de E. coli ATCC 25922, a las diferentes concentraciones
de los péptidos A. Css54 [15E]** y B. Css54 [14]*°, a las 12 horas de incubacion.

Los péptidos tienen potencial para ser un buen agente antimicrobiano en combinacidn con antibidticos y asi

tener un mejor efecto en conjunto. En la Tabla 21 se muestran las CMI de los péptidos con ambas cepas.

Tabla 21. CMI de los péptidos Css54 [15E]** y Css54 [14]*5, con las cepas de S. aureus ATCC 25923 y
E. coli ATCC 25922.

Péptido S. aureus CMI (M) E. coli CMI (uM)
Css54 [15E]* 25 50

Cssb4 [14]*° 12.5 50

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

Los efectos antimicrobianos de ambos péptidos sobre las dos cepas bacterianas a las mas altas
concentraciones (50 UM) se puede observar en la Figuras 15y 17, que desde las 0 horas al medir su DOsgs,
la mezcla del péptido con el indculo de la bacteria tenia una absorbancia de 0.1-0.3 aproximadamente, es
decir, present6 cierta turbidez, caso contrario con las demas concentraciones evaluadas en las que su

absorbancia a las 0 horas era cercana a 0.

A las altas concentraciones de los péptidos, la absorbancia disminuy6 de manera muy lenta, a lo largo del
ensayo (12 horas). Una situacion muy similar se presento en el trabajo de Vega y colaboradores en el 2018.
Ellos evaluaron la actividad antimicrobiana de un péptido, que disefiaron y sintetizaron, el cual es derivado
de Lactoferricina B (LfcinB) bovina. Curiosamente, durante sus experimentos con Muller-Hinton liquido
observaron que a concentraciones de 100 y 200 uM, el péptido parecia algo inestable, ya que, al agregar la
solucion peptidica, el cultivo desarrollé turbidez, que desaparecié con el tiempo. Concluyendo que este

efecto pudiera deberse al contenido de sal en el Mueller-Hinton liquido, ya que se ha informado que varios
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AMP pierden actividad en soluciones salinas fisiolégicas y en sueros. A lo cual, se requeriran estudios
adicionales sobre las interacciones de la sal y la union del suero para determinar la utilidad del péptido, cuyo
uso como agente antimicrobiano puede limitarse actualmente a concentraciones méas bajas (actividad
hemolitica a 12.5 uM; 11.2%) (Vega, et al., 2018).

7.3.2 Determinacidon de concentracion minima inhibitoria de Ampicilina en S. aureus ATCC 25923 y
E. coli ATCC 25922 por el método por dilucién en medio liquido.

En la Figura 20 y 21, se muestran las cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC
25923 y E. coli ATCC 25922 en presencia del antibiético de Ampicilina. Para evaluar Ampicilina con S.
aureus y E. coli, se realizaron varias concentraciones de este antibi6tico para poder obtener los valores de
CMI; para ambas cepas se evaluaron concentraciones de 0.0026 pM a 26.9258 pM [(10pg/ml)
concentracion recomendada por la CLSI, 2018]. En la Figura 20 se muestra como Ampicilina presentd
actividad bactericida ante el crecimiento bacteriano de S. aureus, con un CMI de 2.6925 uM y presentd
actividad bacteriostatica a partir de la concentracion de 0.3365uM; mientras que con E. coli presentd
actividad bactericida a un CMI de 6.7314 uM vy presentd actividad bacteriostatica a partir de la
concentracion de 1.6694 uM, como se muestra en la Figura 21.
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Figura 20. Cinética de inhibicidn de crecimiento bacteriano de S. aureus con Ampicilina.
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Figura 21. Cinética de inhibicién de crecimiento bacteriano de E. coli con Ampicilina.

7.3.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las diferentes combinaciones de Ampicilina con
los dos péptidos cortos

En la Tabla 22, se muestran las CMIs obtenidas de los péptidos y de Ampicilina, estos contra ambas cepas.
Una vez que se obtuvieron los CMIs de los péptidos y de Ampicilina contra las cepas de S. aureus y E. coli,
se procedié a escoger las concentraciones con las cuales se realizaron las combinaciones; estas
combinaciones se realizaron a través de un cuadro de ajedrez. Las concentraciones de los péptidos que se
seleccionaron fueron una concentracion menor a la de la CMI obtenida; mientras que las concentraciones
de Ampicilina seleccionadas fueron las que tuvieron menor efectividad contra las cepas de S. aureus y E.
coli, esto para poder evaluar concentraciones menores a las cominmente utilizadas para estas dos cepas.

Los cuadros de ajedrez de dichas combinaciones resultantes se pueden observar en el ANEXO A.

Tabla 22. Valores de concentracién minima inhibitoria de antibidticos y péptidos antimicrobianos de las
cepas S. aureus y E. coli por método de dilucion en medio liquido.

AB/PAMSs S. aureus ATCC 25923 (uM) E. coli ATCC 25922 (uM)
Ampicilina 2.7 6.7

Cssb54 [15E]™ 25 50

Css54 [14]° 12.5 50

Cssb4 [15E]**/Ampicilina

Las concentraciones que se utilizaron del péptido Css54 [15E]** para realizar las combinaciones, fueron de
3.12-25uM; mientras que las concentraciones de Ampicilina utilizadas fueron de 0.1884-1.6694 uM. A

estas combinaciones se les evalud su actividad antimicrobiana con E. coli ATCC 25922; los resultados
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obtenidos, fue que se presento crecimiento de la cepa bacteriana en las diferentes combinaciones obtenidas
del cuadro de ajedrez (ANEXO B). También, se puede observar en la Figura 22, el efecto que tuvieron estas
combinaciones, son menores a los efectos obtenidos de Ampicilina y el péptido Css54 [15E]**, trabajando
por separados; es decir, no presentaron actividad como se puede observar en el ANEXO D.1.

También se evaluaron las combinaciones del péptido Css54 [15E]** y Ampicilina sobre S. aureus ATCC
25923. Las concentraciones de péptido que se utilizaran son de 1.56-12.5 uM y las concentraciones de
Ampicilina son de 0.0105-0.0840 pM.
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Figura 22. Cinética de inhibicion de crecimiento de E. coli con las combinaciones de Css54
[15E]*/Ampicilina.

Cssb4 [14]*/Ampicilina

Las concentraciones que se utilizaron del péptido Css54 [14]*° para realizar las combinaciones, fueron de
0.78-6.25 uM; mientras que las concentraciones de Ampicilina utilizadas fueron de 0.0105-0.0840 uM. A
estas combinaciones se les evalud su actividad antimicrobiana con S. aureus ATCC 25923, los resultados
obtenidos, fue que se presento crecimiento de la cepa bacteriana en las diferentes combinaciones obtenidas
del cuadro de ajedrez (ANEXO B). También se puede observar en la Figura 23, el efecto que tuvieron estas
combinaciones, son menores a los efectos obtenidos de Ampicilina y el péptido Css54 [14]*5, trabajando
por separados. Por lo tanto, se podria pensar que su efecto es antagonico, ya que no presentan actividad,

como se puede observar en el ANEXO D.2.
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Figura 23. Cinética de inhibicion de crecimiento de S. aureus con las combinaciones de Css54
[14]**/Ampicilina.

Por Gltimo, se realizaron las combinaciones del péptido y Ampicilina para evaluar su actividad sobre la cepa
de E. coli ATCC 25922; los resultados obtenidos, fue que se presentd crecimiento de la cepa bacteriana en
las diferentes combinaciones obtenidas del cuadro de ajedrez (ANEXO B). Las concentraciones utilizadas
del péptido Css54 [14]*°, fueron de 3.12-25 uM; mientras que las concentraciones de Ampicilina fueron de
0.1884-1.6694 uM. Se puede observar en la Figura 24, el efecto que tuvieron estas combinaciones, son
menores a los efectos obtenidos de Ampicilina y el péptido Css54 [14]*®, trabajando por separados. Por lo
tanto, se podria decir que, al no presentar actividad, su efecto es antag6nico, como se observa en el ANEXO
D.3.
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Figura 24. Cinética de inhibicion de crecimiento de E. coli con las combinaciones de Css54
[14]*/Ampicilina.

En la Tabla 23, se muestra los efectos obtenidos de las mezclas de AB (Ampicilina) + PAM (Css54 [15E]*

y/o Css54 [14]°) contra las cepas de S. aureus y E. coli. EI AB Ampicilina fue seleccionado para ambas
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cepas, ya que en la actualidad estas cepas presentan cada vez en mayor incidencia resistencia a este AB;
ademas de que como se sabe Ampicilina es un antibidtico que su blanco de accion es la sintesis de la pared
celular y se propone que los péptidos Css54 [15E]** y Css54[14]*° pueden realizar formacion de poros en
la membrana celular, al igual que su péptido parental Css54 (Corzo et al., 2001; Rodriguez et al., 2014).
Como resultados se obtuvo que las diferentes combinaciones de AB + PAM, no presentaron actividad contra
ambas cepas por lo que se supone que el efecto es antagonico. Resultados similares obtenidos en el trabajo
de Jiménez en el 2015; en el cual, realiz6 combinaciones de Amoxicilina (sintesis de pared celular) + Css54
(formacion de poros en la membrana) contra una cepa de S. aureus UPS13 (aislado clinico de ulcera de pie
diabético), obteniendo como resultado que las combinaciones no presentaron actividad contra dicha cepa
bacteriana; ya gque tanto Amoxicilina como Css54 podrian estar compitiendo por el mismo blanco de accion
y/o interfiriéndose uno contra otro (Jiménez, 2015; Hall et al., 1982). Otra suposicion de la del porque
resulté un efecto antagdnico podria ser, que nuestros péptidos son agentes antimicrobianos bacteriostaticos
a esas concentraciones, mientras que Ampicilina es un agente bactericida. Por lo cual, segun en el trabajo
de Ocampo y colaboradores en el 2019, en donde se realizaron combinaciones de 21 antibiéticos (de
diferentes blancos de accion: pared celular, sintesis de proteinas y biosintesis de é&cido folico),
clasificandolos en bactericidas (incluida Ampicilina) y bacteriostaticos: obteniendo varias combinaciones
sinérgicas y combinaciones antagdnicas. Para probar de manera méas general si el antagonismo se enriquecio
en combinaciones bacteriostaticas-bactericidas, clasificaron los pares de antibioticos en: pares bactericida-
bactericida, bactericida-bacteriostatica y bacteriostatica-bacteriostatica. A lo que denotaron, que un alto
grado de antagonismo, fueron casi siempre los pares bacteriostaticos—bactericidas. Por lo tanto, sus datos
sugirieron que los agentes bacteriostaticos antagonizan las acciones de los antibiéticos que actian sobre las
células en crecimiento. Este hallazgo les result6 ampliamente consistente con informes anteriores que
demuestran que la inhibicion del crecimiento a través de la limitacion de nutrientes a menudo disminuye los

efectos de los compuestos bactericidas (Ocampo et al., 2014).

Tabla 23. Efectos obtenidos con las combinaciones de Ampicilina y péptidos antimicrobianos por el
método de dilucion en medio liquido.

. PAM S .. AB+PAM .
Bacteria Antibidtico (CMI Blanco de accion Tipo de efecto
(cmi) (CM) (uM) P
4 - Sintesis de pared
S. aureus ATCC Css54 [15E] Ampicilina celular NE NE
25923 Css54 [14]*° Ampicilina Slnte(s::ashjjlzrpared 0.0840+12.5 Antagénico
Css54 [15E]* Ampicilina &nte;sIﬂerared 1.6694+25 Antag6nico
E. coli ATCC 25922 Sintesis d d
Css54 [14]*° Ampicilina n ezs::aSIuIerare 1.6694+25 Antagénico
NE: No Evaluado

57



En la Tabla 24 se muestran una diversidad de estudios que trabajaron con diferentes péptidos en
combinacion con el AB Ampicilina. En esta tabla se encuentra 3 listas de péptidos, los cuales fueron
organizados segun el efecto que tuvieron las combinaciones, que realizaron; como se puede observar hay
una mayor cantidad de péptidos que tuvieron efectos sinérgicos y aditivos a comparacion con los que
tuvieron efectos antagdnicos. Yu y colaboradores en el 2016, en su estudio mencionan que los mecanismos
moleculares de interaccion, especialmente los antagonismos, de los AMP con agentes antimicrobianos son
en gran parte desconocidos. Ya que la mayoria de los AMP se dirigen a la membrana de los patdgenos y es
poco probable que sus interacciones interrumpan directamente la red metabdlica en la célula como ciertos
antibioticos. En el ANEXO E, se muestran los péptidos que se mencionan en la Tabla 24, con sus respectivos
parametros fisicoguimicos. Cabe destacar que los GRAVY de los péptidos que presentaron un efecto
sinérgico, casi todos son valores negativos y a su vez tienen una hidrofobicidad relativamente baja, es decir,
son mas hidrofilicos. Los valores bajos de GRAVY indican una hidrofilicidad fuerte y los valores altos de
GRAVY indican una hidrofobicidad fuerte (Panda y Chandra, 2012) y al ser mas hidrofilica presentan una
actividad antimicrobiana mayor, ya que esto le permite una mayor interacciéon con la membrana de la
bacteria (Rodriguez-Solis, 2012; Martinez, 2017). Los péptidos que se evaluaron en este estudio tienen
valores de GRAVY mayores a los obtenidos por los PAMs (ANEXO F.3.), con efectos sinérgicos de la
Tabla 24, por lo tanto, sus valores de hidrofobicidad son mayores y son mas hidrofébicos que dichos PAMs
(ANEXO F.4) de la tabla antes mencionada.

También al hacer la comparacion del Bl de los PAMs con efectos sinérgicos y aditivos de la Tabla 24, con
los PAMs evaluados en este estudio; se observé que los valores de Bl de nuestros PAMs son menores a los
PAMs de los estudios (ANEXO F.5.). Al igual las cargas netas de los PAMs de estos dichos estudios, son
mayores, a comparacion de las cargas netas de nuestros PAMs (ANEXO F.2.). Estos dos pardametros podrian
ser de gran importancia, para que los PAMs tengan efectos sinérgicos o aditivos al combinarse con

Ampicilina.

Otra comparacion que se realizd fue el nimero de aminoécidos; sin embargo, nuestros PAMs tienen
nameros de aminoacidos muy similares a los PAMs de la Tabla 24 con efectos sinérgicos y aditivos, por lo
tanto, este pardmetro fisicoquimico no tiene relacion con los efectos potenciadores (ANEXO F.1.).
Resultados similares en el trabajo de Ulvatne y colaboradores en el 2001, donde probaron 5 péptidos

diferentes de 6-18 aminoécidos con diferentes antibioticos, uno de ellos ampicilina (Ulvatne et al., 2001).
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Tabla 24. Ejemplos de PAMs evaluados en combinacion con Ampicilina y sus efectos obtenidos.

Antagonico Sinérgico Aditivo
Péptido Referencia Péptido Referencia Péptido Referencia
VVRG (He et al., 2015) LFcin 17-30 %’fé;’s'v'"ase“or etal, Indolicidin (He et al., 2015)
La47 (Garciaetal., 2013) | LFampin 265-284 %’féis'v'"ase”or etal, ARVA (He et al., 2015)
MelitAP-27 gﬁ'lrg)aaytah etal, P9 (Ulvatne et al., 2001) Melittin (He et al., 2015)
CM11 (Amani et al., 2015) Cryptdin-2 (Rishi et al., 2011) UP-5 (Almaaytah et al., 2018)
Esc (1-18) g\é'ggc)e"'”' etal, Arenicin-1 (Choi y Lee, 2012) P18 (Ulvatne et al., 2001)
RR gg'l"f)ame" etal, Magainin 11 (He et al., 2015) P15 (Ulvatne et al., 2001)
IK8 “D (Mohamed et al.,
isoforma” 2014) VAYR (He et al., 2015) P12 (Ulvatne et al., 2001)
KFF (3K) %Ilo‘gamed etal, Pleurocidin (Choi y Lee, 2012) P6 (Ulvatne et al., 2001)
Bombina HL (Xiang et al., 2017) BHL-bombina (Xiang et al., 2017)
Bombina HD (Xiang et al., 2017) Pin2 (Garcia et al., 2013)
CLP-19 (Li et al., 2017)
CSpK14 (Regmi et al., 2017)
Coprisa (Hwang et al., 2013)

Un estudio reciente sugirié que la sinergia es causada por la conjugacion de AMP aplicados, que forman
una supermolécula y poros mejor estabilizados. Esto también se confirma mediante péptidos sintetizados
guimicamente unidos. Ademas, los péptidos formadores de poros también pueden ayudar a otros agentes
antimicrobianos transmembranales aplicados a invadir rapidamente células bacterianas e interrumpir

sustancialmente el metabolismo (Yu et al., 2016; Brogden et al., 2005).

En el caso del antagonismo este puede ser resultado de diferentes mecanismos como: competencia entre
sitios blanco; alteracién del sitio blanco por el otro agente antimicrobiano, o inactivacién del PAM causada
por el antibidtico o viceversa (Ulvatne et al., 2001; Tekin et al., 2016). Basandonos en el trabajo de Papp
Wallace y colaboradores en el 2012, realizaron un Docking para ver como Ampicilina interactuaba con
PBP3 (por sus siglas en inglés, Proteinas Fijadoras de Penicilina), Ampicilina haciendo que PBP3 se
inactivara ya que interactda con su sitio activo. La interaccion se da por puentes de hidrogeno entre: el =O
(oxigeno) de Ampicilina con el grupo NH; del aminoécido Serina, el grupo NH o el =O de la Ampicilina
con el grupo NH; o el =O del aminoacido Treoninay el =O de Ampicilina con el grupo NH. del aminoacido

Lisina, como se puede observar en la Figura 25.
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TyrS39\ \,/\ Asn392

His530 / Ser33
Thr528 /
Thr526

Figura 25. Interaccion de Ampicilina con el sitio activo de PBP3. Con flechas rojas se sefiala la molécula
de Ampicilina y con lineas punteadas color gris se sefialan los puentes de hidrogeno entre la Ampicilina y
PBP3 (Papp Wallace et al., 2012)

También tomando como referencia el trabajo de Chen y colaboradores en el 2009, en el cual estudiaron la
estructura cristalina de PBP6 (por sus siglas en inglés, Proteina Fijadora de Penicilina) de Escherichia coli
y como es su interaccion con Ampicilina, haciendo Ampicilina que PBP6 se inactivara. La interaccién se
da por puentes de hidrogeno entre: el =O (oxigeno) de Ampicilina con el grupo NH. del aminoécido Serina,
el grupo NH o el =O de la Ampicilina con el grupo NH o el =O del aminoacido Treonina y el =O de

Ampicilina con el grupo NH, del amino&cido Arginina, como se puede observar en la Figura 26.
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Figura 26. Interaccion de Ampicilina con el sitio activo de PBP6. La molécula de Ampicilina, se encuentra
en color rojo y con lineas punteadas color verde se sefialan los puentes de hidrégeno entre la Ampicilina y
PBP6 (Chen et al., 2009).

Comparando los resultados de los estudios anteriores con los obtenidos en este estudio, podria ser que
nuestros péptidos interactuaran con Ampicilina; esta interaccion podria darse entre el grupo COOH de
Ampicilina con los grupos NH; del aminoacido Lisina de nuestros péptidos como se puede observar en la

Figura 27, haciendo que tanto Ampicilina como los péptidos interfieran en su actividad antimicrobiana y asi

& o .
¢ G’

FWRK LLELLFKFLKK Ampicilina FWRLLKLLFKFLKK
Css54[15E]* Css54[14]*

mismo, ya no poder interactuar con la célula bacteriana.

Figura 27. Posibles puntos de interaccion de los péptidos con Ampicilina. En las secuencias de los péptidos
se observa en color rojo las Lisinas, las cuales son los posibles puntos de interaccion con el grupo COOH
de la Ampicilina a través de puentes de hidrogeno.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se realizd la verificacion de las cepas de S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922

(donacion INSP), las cuales nos dio como resultado que se encontraban puras.

Se purificaron a homogeneidad, mediante HPLC los dos péptidos cortos de Css54: Css54 [15E]* se obtuvo
al tiempo 42.02min y Css54 [14]*° se obtuvo al tiempo 42.78min; tuvieron tiempos de retenciéon muy
similares y se mandaron a identificar por espectrometria de masas, teniendo Css54[15E]** un PM de 2009.5
Day Css54[14]*° un PM de 1880.4 Da.

Se evalud la susceptibilidad de cada cepa con diferentes antibi6ticos, con la técnica de Kirby- Bauer, segun
el CLSI. Como resultado se obtuvo que las bacterias son sensibles a los antibiéticos probados (Ampicilina,
Cefotaxima, Gentamicina, Cefepime, Levofloxacina, Sulfametoxazol/ Trimetoprima y Tetraciclina) como
se esperaba, ya que son ATCC. Este ensayo nos ayudd para elegir los antibi6ticos para realizar las
combinaciones con los dos péptidos cortos. El antibidtico seleccionado fue Ampicilina que tiene como
blanco de accion, la pared celular.

Una vez que se purificaron los péptidos, se cuantificaron y se llevaron a diferentes concentraciones, para
evaluarlos con las dos cepas; y obtener las CMI, mediante el método de dilucién en liquido. El péptido
Css54[15E]* presentd una CMI de 25 uM con S. aureus y una CMI de 50 uM con E. coli, mientras que el
péptido Css54 [14]*° presentd valores de CMI de 25y 12.5 uM con S. aureus; y una CMI de 50 uM con E.

coli.

Posteriormente se realizd un ensayo en liquido para determinar las CMI del antibi6tico a diferentes
concentraciones en ambas cepas, Ampicilina presenté una CMI de 2.6925uM (1pg/ml) con S. aureus y una
CMI de 6.7314uM (2.5ug/ml) con E. coli.

Por Gltimo, se realizaron las combinaciones del péptido Css54 [15E]™ y Ampicilina, para evaluarlas en
ensayos por el método en liquido. Estas combinaciones fueron evaluadas en E. coli ATCC 25922,
obteniendo como resultado que los efectos inhibitorios eran menores, a los obtenidos cuando estos trabajan
por separados. También se realizaron combinaciones del péptido Css54 [14]*° y Ampicilina; la cuales,
fueron evaluadas en S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922. Los efectos que se observaron fueron

antagonicos, porque menores a los obtenidos cuando el péptido y Ampicilina trabajan por separado.
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A lo que se concluye que las variantes cortas de Css54: Css54 [15E]™ y Css54 [14]%, al evaluar su actividad
antimicrobiana ante cepas ATCC mostraron una buena actividad antimicrobiana. Sin embargo, al ser
evaluadas en combinacion con ampicilina mostraron efectos antagénicos, estos resultados comparados con
otros PAMs en combinacidn con ampicilina que mostraron efectos sinérgicos, se observo que los parametros

fisicoquimicos de las variantes de Css54 eran muy diferentes:

o EIGRAVY de nuestras variantes es positivo, mientras que el de los péptidos reportados el GRAVY
es negativo.

e EIl Bl de nuestras variantes es menor, mientras que el de los péptidos reportados es mayor.

e Lacarga neta de nuestras variantes es menor (+4 y+5), mientras que las cargas netas de los péptidos
reportados son mayores, ya gque en su mayoria tienen cargas netas de +6 a +9.

e En cuanto a la hidrofobicidad, nuestras variantes cortas tienen hidrofobicidad mayor (hidr6fobos);

mientras que la hidrofobicidad de los péptidos reportados son menores (hidrofilicos).

Por lo tanto, nuestras variantes cortas en combinacion con ampicilina no pueden potenciar sus efectos, pero

con otros antibidticos si podria tener efectos potenciadores.
Ademas de que los péptidos pueden interactuar con el grupo NH, del aminoéacido Lisina con el grupo COOH

de la ampicilina, asi mismo interfiriéndose en cuanto a su actividad antimicrobiana, antes de poder

interactuar con la célula bacteriana.
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9. PERSPECTIVAS

Para poder comprender mejor el mecanismo de accion de los PAMs, estos se podrian ser valuados con
diferentes antibi6ticos como: Gentamicina, Levofloxacinay Trimetoprima, ya que dichos antibioticos tienen
blancos intracelulares. Una vez obteniendo los resultados de dichas combinaciones, se podrian evaluar los

efectos de estas.

Ademas de que estos PAMSs podrian ser probados con una mayor variedad de cepas bacterianas, tanto ATCC
como de aislados clinicos. Varios estudios incluyendo el trabajo de Rodriguez-Solis y colaboradores en el
2012, evaluaron la actividad antimicrobiana de PAMs, obteniendo mejores resultados en cepas bacterianas

de aislados clinicos a comparacion de las cepas ATCC.

Otra gran oportunidad que podrian tener estos PAMSs, seria el de evaluar su actividad en células

cancerigenas, ya que estos péptidos presentan alta actividad hemolitica.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Cuadros de ajedrez de las mezclas propuestas de PAM + AB.

a. Mezclas propuestas de Css54 [15E]**+Ampicilina en S. aureus ATCC 25923

¥ Ampicilina B

w pM 0.0105 0.0210 0.0420 0.0840

I“a_’ < 12.5 12.5/0.0105 12.5/0.0210 12.5/0.0420 12.5/0.0840

3 6.25 6.25/0.0105 6.25/0.0210 6.25/0.0420 6.25/0.0840

a 3.12 3.12/0.0105 3.12/0.0210 3.12/0.0420 3.12/0.0840

© 1.56 1.56/0.0105 1.56/0.0210 1.56/0.0420 1.56/0.0840
b. Mezclas propuestas de Css54 [15E]**+Ampicilina en E. coli ATCC 25922

v Ampicilina B

w pM 0.1884 0.4038 0.8347 1.6694

I“H_’ < 25 25/0.1884 25/0.4038 25/0.8347 25/1.6694

3 12.5 12.5/0.1884 12.5/0.4038 12.5/0.8347 12.5/1.6694

a 6.25 6.25/0.1884 | 6.25/0.4038 6.25/0.8347 6.25/1.6694

© 3.12 3.12/0.1884 | 3.12/0.4038 3.12/0.8347 3.12/1.6694
c. Mezclas propuestas de Css54 [14]*+Ampicilina en S. aureus ATCC 25923

. Ampicilina B

?;—r' pM 0.0105 0.0210 0.0420 0.0840

= < 6.25 6.25/0.0105 6.25/0.0210 6.25/0.0420 6.25/0.0840

@ 3.12 3.12/0.0105 3.12/0.0210 3.12/0.0420 3.12/0.0840

3 1.56 1.56/0.0105 1.56/0.0210 1.56/0.0420 1.56/0.0840

0.78 0.78/0.0105 0.78/0.0210 0.78/0.0420 0.78/0.0840

d. Mezclas propuestas de Css54 [14]*°+Ampicilina en E. coli ATCC 25922

. Ampicilina B

T'; pM 0.1884 0.4038 0.8347 1.6694

= < 25 25/0.1884 25/0.4038 25/0.8347 25/1.6694

@ 12.5 12.5/0.1884 12.5/0.4038 12.5/0.8347 12.5/1.6694

3 6.25 6.25/0.1884 | 6.25/0.4038 6.25/0.8347 6.25/1.6694

3.12 3.12/0.1884 | 3.12/0.4038 3.12/0.8347 3.12/1.6694




ANEXO B. Resultados obtenidos de la evaluacién de las mezclas de PAM + AB. Usando la

metodologia de dilucion en medio liquido.

a. Resultados para Css54 [15E]**+Ampicilina en E. coli ATCC 25922

v Ampicilina B

i UM 0.1884 0.4038 0.8347 1.6694

= 25 C C C C

E 12.5 C C C C

7 6.25 C C C C

© 3.12 C C C C

C: Crecimiento bacteriano

b. Resultados para Css54 [14]*>+Ampicilina en S. aureus ATCC 25923

. Ampicilina B

o UM 0.0105 0.0210 0.0420 0.0840

e < 12.5 C C C C

D 6.25 C C C C

3 3.12 C C C C
1.56 C C C C

C: Crecimiento bacteriano

c. Resultados para Css54 [14]*+Ampicilina en E. coli ATCC 25922

. Ampicilina B

= UM 0.1884 0.4038 0.8347 1.6694

= < 25 C C C C

D 12.5 C C C C

3 6.25 C C C C
3.12 C C C C

C:

Crecimiento bacteriano




ANEXO C. Resultados experimentales de la determinacidn de susceptibilidad de las cepas de S.
aureus y E. coli, de ATCC y de aislados clinicos; a antibioticos comerciales.

C.1. Resultados experimentales de la susceptibilidad de S. aureus ATCC 25923, con unidiscos de
antibioticos comerciales: Ampicilina (AM), Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Gentamicina
(GM), Levofloxacina (LEV), Sulfametoxazol-Trimetoprima (SXT) y Tetraciclina (TE); mediante
la técnica de Kirby-Bauer.

C.2. Resultados experimentales de la susceptibilidad de S. aureus de aislado clinico, con
sensidiscos de antibidticos comerciales Bio-rad: 1. Ampicilina (AM), 2. Tetraciclina (TE), 3.
Sulfametoxazol-Trimetoprima (SXT), 4. Cefotaxima (CTX), 5. Gentamicina (GE), 6. Cefuroxima
(CXM), 7. Cefepime (FEP), 8. Dicloxacilina (DC), 9. Penicilina (PE), 10. Cefalotina (CF), 11.
Levofloxacina (LEV) y 12. Eritromicina (E); mediante la técnica de Kirby-Bauer.



C.3. Resultados experimentales de la susceptibilidad de E. coli ATCC 25922, con unidiscos de
antibioticos comerciales: Ampicilina (AM), Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Gentamicina
(GM) y Levofloxacina (LEV); mediante la técnica de Kirby-Bauer.

C.4. Resultados experimentales de la susceptibilidad de E. coli de aislado clinico, con sensidiscos
de antibioticos comerciales Bio-rad: 1. Cefalotina (CF), 2. Cefepime (FEP), 3. Netilmicina (NET),
4. Levofloxacina (LEV), 5. Nitrofurantoina (NF), 6. Cloranfenicol (CL), 7. Ceftriaxona (CRO), 8.
Ampicilina (AM), 9. Amikacina (AK), 10. Sulfametoxazol-Trimetoprima (SXT), 11. Cefotaxima
(CTX) y 12. Gentamicina (GE); mediante la técnica de Kirby-Bauer.



ANEXO D. Gréficas de las combinaciones de las diferentes concentraciones de Css54[15E]* y Css54[14]*° + ampicilina en S. aureus

ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922.
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D.1. Graficas de las combinaciones de las diferentes concentraciones de Css54[ 15E]"+ ampicilina en E. coli ATCC 25922. A) combinaciones
de Css54[15E]* a una concentracion de 25uM, B) combinaciones de Css54[15E]™ a una concentracion de 12.5uM, C) combinaciones de
Css54[15E]™ a una concentracion de 6.25uM y D) combinaciones Css54[15E]™ a una concentracion de 3.12uM.
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D.2. Gréficas de las combinaciones de las diferentes concentraciones de Css54[14]+ ampicilina en S. aureus ATCC 25922. A) combinaciones
de Css54[14]" a una concentracion de 6.25uM, B) combinaciones de Css54[14]" a una concentracion de 3.12uM, C) combinaciones de
Css54[14]* a una concentracion de 1.56uM y D) combinaciones Css54[14]*° a una concentracion de 0.78uM.
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D.3. Graficas de las combinaciones de las diferentes concentraciones de Css54[14]**+ ampicilina en E. coli ATCC 25922. A) combinaciones
de Css54[14]** a una concentraciéon de 25uM, B) combinaciones de Css54[14]" a una concentracion de 12.5uM, C) combinaciones de
Css54[14]*° a una concentracion de 6.25uM y D) combinaciones Css54[14]"° a una concentracion de 3.12uM.



ANEXO E. Tablas de parametros fisicoquimicos de PAMs que fueron evaluados en combinacion con Ampicilina.

a. Tabla de pardmetros fisicoquimicos de péptidos, que tienen efectos sinérgicos en combinacion con ampicilina

Sinérgico
Péptido Fuente Secuencia I:;) C;aert%a H% | GRAVY PM gEMim?) | BI PI Referencia
LFcin17-30 | Bovina | TKCRRWQWRWKMKKL | 46 | 47 | 43 | -1544 | 223776 | 16500 | 3.31 | 11.75 | (Flores:Villasefior
G et al., 2010)
LFampin . DLIWKLLSKAQEKFGKN i (Flores-Villasefior
ol Bovina R 20 | +4 | 35 | -1.020 | 2389.83 5500 247 | 10.17 etal. 2010)
P9 Sintético YRWARWWRR 9 | +5 | 44 | 2244 | 14357 17900 | 566 | 12 (U'Vggoel‘;t al,
LRDLVCYCRARGCKGRE
Cryptdin-2 Raton | RMNGTCRKGHLLYMLC | 35 | +7 | 42 | -0.403 | 4136.02 3355 281 | 961 | (Rishietal,2011)
CR
Arenicin-1 | Arenicola | RWCVYAYVRVRGVLVR | o1 | 6 | 55 | 0071 | 276033 | 15595 | 2.61 | 10.85 | (Choiy Lee, 2012)
marina YRRCW
Magainin 11 p':;)?lré?go KWKLFKKIKFLHSAKKF | 17 | +8 | 47 | -0582 | 2177.75 5500 112 | 10.78 | (Heetal, 2015)
VAYR Sintético | RRGWVLALYLRYGRR | 15 | +5 | 40 | -0.627 | 193531 8480 333 | 11.83 | (Heetal, 2015)
- GWGSFFKKAAHVGKHV :
Pleurocidin Pez CKAALTHYL 25 | +4 | 44 | -0068 | 2711.17 6990 0.2 | 10.18 | (Choiy Lee, 2012)
Bombinina s .
oy Sintético | LLGPVLGLVSNVLGGLL | 17 | 0 | 58 | 1.865 | 1634.04 0 236 | 552 | (Xiangetal., 2017)
CLP-19 | Sintético CRKPTFRFLL&(WK'KFKF 19 | +9 | 42| 0968 | 251418 | 5625 | 2.99 | 1117 | (Lietal,2017)
CSpK14 Bacillus HYDPGDDSGNTG 12 | 3 | 0 | -1.900 | 1234.16 1490 339 | 3.93 | (Regmietal, 2017)
VTCDVLSFEAKGIAVNH (Hwang et al
Coprisa Escarabajo | SACALHCIALRKKGGSC 43 +3 51 0.358 4477.25 0 0.96 | 8.67 20g1]3) N
ONGVCVCRN-NH;




b. Tabla de parametros fisicoquimicos de péeptidos, que tienen efectos aditivos en combinacion con ampicilina

Aditivo
Péptido Fuente Secuencia No aa %aertgaa H% | GRAVY PM g (Miemd) | BI PI | Referencia
- . (Heetal.,
Indolicidin Bovino ILPWKWPWWPWRR 13 +4 53 -1.069 1907.30 27500 1.06 5.52 2015)
ARVA | sintético RRGWLALRLVLAY 13 | +3 | 61| 0531 | 1586.95 6990 109 | 11.71 (Hzeoeltsz;‘"'
— : GIGAVLKVLTTGLPALISW (Heetal,
Melittin Aveja IKRKROO 26 | +6 | 46 | 0273 | 2847.49 5500 057 | 1202 | 500
(Almaaytah
UP-5 Sintético NH,-RBRBR-COOH 5 +3 | 40 | -1580 | 780.93 0 776 | 123 | etal.,
2018)
NH2-
Lo (Ulvatne et
P18 Sintético PAWFKARRWAWRMLKK 18 +7 61 -0.667 2273.78 16500 195 | 12.31 al., 2001)
AA-COOH
P15 Sintético NH.-FK-Bip- 15 | +7 | 46 | -1.187 | 21141 11000 | 3.08 | 1231 (Li'vgg]()elet
RRWQWRMKKLGA-COOH al., 2001)
P12 sintetico | NZRRWQWRMKKLGA- 1 5 | 46 | 41 | -1625 | 18824 11200 | 3.89 | 123 | (Ulvatneet
COOH al., 2001)
P6 Sintético | NH,-WRWRWR-CONH, 6 | +4 |50 | -2700 | 1043.9 16650 | 6.29 | 123 (;’If";g];l‘;t
BHL- GIGGALLSFGKSALKGLAK (Xiang et
b Rana CLAEHE 25 | +2 | 48 | 0556 | 244289 0 053 | o7 | Y02
) | FWGALAKGALKLIPSLFSS (Garcia et
Pin2 Escorpion ESKKD 24 +3 50 0.329 2612.11 5500 0.05 10 al., 2013)




c. Tabla de parametros fisicoquimicos de péptidos, que tienen efectos antagdnicos e combinacion con ampicilina

Antagonico
Péptido | Fuente Secuencia No aa (’;]aert%a H% | GRAVY | PM g (Miem?®) | BI PI Referencia
VVRG | Sintético WVLVLRLGY 9 Y1 | 66 1411 | 1118.39 6990 122 | 8.75 | (Heetal, 2015)
N SWKSMAKKLKEYME (Garcia et al.,
La 47 Arafia KLKORA 20 | +6 | 35 | -1.360 | 2484.02 6990 269 | 10.12 2015)
MelitAP- | . . KFKKLFKKLSPVIGA (Almaaytah et
97 Sintético VLKVLT 21 +6 53 0.609 2358.01 0 -0.29 | 10.70 al., 2016)
o (Amani et al.,
CM1l | Sintético | WKLFKKILKVL-NH2 | 11 | +4 | 63 | 0582 | 141585 5550 0,62 | 10.48 2015)
s GIFSKLAGKKLKNLLI (Marcellini et
Esc (1-18) | Sintético SG - NH 2 18 | +4 | 44 | 0383 | 1887.32 0 008 | 1048 | OO
RR Sintético |  WLRRIKAWLRR 11 | +5 | 54 0891 | 1553.9 11100 4 | 1248 ('\gfh%‘fg)et
IK8™D T gintatico IRIKIRIK 8 | +4 | 50 015 | 1040.28 0 265 | 12.02 | (Mohamed et
isoforma al., 2014)
KFF (3K) | Sintético KFFKFFKFFK 10 | +4 | 60 0.12 1413.7 0 043 | 10.48 ('\gfhzg‘fg)et




ANEXO F. Comparaciones de los parametros fisicoquimicos de los PAMs que se han combinado con Ampicilina y han obtenido efectos
sinérgicos, aditivos y antagdnicos.

N° de aminoacidos

Sinérgico Aditivo
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F.1. Comparacién del nimero de aminodacidos de los PAMSs con efectos sinérgicos, aditivos y antagonicos; con el nimero de aminoacidos de
los péptidos cortos Css54[15E]™ y Css54[14]*.
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F.2. Comparacién de la carga neta de los PAMs con efectos sinérgicos, aditivos y antagonicos; con la carga neta de los péptidos cortos
Css54[15E]* y Css54[14]*.
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F.3. Comparacion del GRAVY de los PAMs con efectos sinérgicos, aditivos y antagénicos; con el GRAVY de los péptidos cortos
Css54[15E]™ y Css54[14]*.
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F.4. Comparacion de la hidrofobicidad de los PAMs con efectos sinérgicos, aditivos y antagdnicos; con la hidrofobicidad de los péptidos cortos
Css54[15E]™ y Css54[14]*.
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F.5. Comparacion del Bl de los PAMs con efectos sinérgicos, aditivos y antagonicos; con el Bl de los péptidos cortos Css54[15E]™ y Css54[14]*.
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