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Resumen y Abstract IX

Resumen

Una alternativa promisoria se ha encontrado para tratar una de las enfermedades
epiteliales que mas aqueja a la poblacion mundial, se trata de los péptidos antimicrobianos
gue combaten la enfermedad del acné, desde el punto de vista dermatolégico el acné es
una enfermedad causada por la presencia de la bacteria comensal Propionibacterium
acnés, la cual genera un problema de salud especialmente en la poblacién joven que se
ve afectada por secuelas de inflamacién y pigmentacion. El proceso infeccioso causado
es reconocido por el sistema inmunolégico generando la activacion de péptidos
antimicrobianos como respuesta complementaria del sistema inmune innato, estas
biomoléculas se han constituido en posibles agentes terapéuticos en reemplazo de los
farmacos convencionales que presentan efectos adversos en los pacientes y han
generado resistencia bacteriana. En este documento se presenta una revision de aspectos
relevantes de la enfermedad, caracteristicas de los péptidos antimicrobianos en general y
los péptidos méas relevantes que han demostrado actividad bactericida contra este

patégeno.

Palabras clave: Acné, Propionibacterium acnes, Anfipaticidad, Defensina, Granulisina,

LZ1, Anti-inflamatorio, Bactericida.
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Abstract

A promising alternative has been found to treat one of the epithelial diseases that most
afflicts the world population, it is the antimicrobial peptides that fight ache disease, from the
dermatological point of view acne is a disease caused by the presence of the commensal
bacterium Propionibacterium acnes, which generates a health problem especially in the
young population that is affected by sequelae of inflammation and pigmentation. The
infectious process caused is recognized by the immune system generating the activation
of antimicrobial peptides as a complementary response of the innate immune system, these
biomolecules have become potential therapeutic agents in replacement of conventional
drugs that have adverse effects in patients and have generated resistance bacterial This
document presents a review of relevant aspects of the disease, characteristics of
antimicrobial peptides in general and the most relevant peptides that have demonstrated
bactericidal activity against this pathogen.

Keywords: Acne, Propionibacterium acnes, Amphipathicity, Defensin, Granulisin, LZ1,

Anti-inflammatory, Bactericide.
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Introduccioén

El acné es una de las enfermedades epiteliales mas comunes que afecta
aproximadamente al 80% de la poblacién mundial entre los 16 a 35 afios de edad, es
causada por mdultiples factores como la predisposicion genética, alteracion hormonal,
niveles de estrés, irritacion cutanea y respuesta a medicamentos, entre otras. Esta
enfermedad se limita a la unidad pilosebacea (foliculo piloso y glandula sebacea) donde
adquiere diversos grados de severidad, se manifiesta clinicamente por la aparicion de
comedones con tendencia a inflamacion y finalmente ocasiona cicatriz perjudicando la
autoestima y la calidad de vida de aquellos que la padecen. La evolucién de la enfermedad
se rige principalmente por el aumento en la produccion de sebo, hiperqueratinizacion,
obstruccién folicular e incremento en la colonizacion de la bacteria Propionibacterium
acnes (P. acnes), presente en la microbiota de la piel (Fox et al. 2016). Para el control de
esta enfermedad se han desarrollado tratamientos externos que disminuyen la
sintomatologia tales como topicos bacteriostaticos, antinflamatorios, medicamentos
hormonales, reductores en la produccion de sebo e incluso cosméticos, que producen
efectos secundarios importantes como eritemas, sequedad, descamacioén o escozor, en
ocasiones irreversibles. Para dar una alternativa al tratamiento de la enfermedad se ha
venido estudiando la respuesta innata del sistema inmune del paciente ante la presencia
de este microorganismo invasor, resaltando la gran importancia de los péptidos
antimicrobianos como las moléculas de defensa propias del hospedero que funcionan
como parte de la proteccién natural del cuerpo, pues actlan contra una amplia variedad
de microorganismos como la P. acnes, demostrando en estudios la capacidad bactericida

gue tienen para inhibir su crecimiento.

Dada la relevancia de estas moléculas peptidicas de proteger la epidermis y actuar contra
la invasiéon y proliferacién de variedad de gérmenes y aun conociendo poco de sus
funciones y virtudes, es pertinente hacer una revision bibliografica actualizada y completa

de posibles péptidos antimicrobianos que se usen como control de infeccion bacteriana y
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como potenciales agentes terapéuticos contra microorganismos gue se encuentran
localizados en la piel como la P. acnes, y que a la vez sirvan como soporte para futuras
investigaciones relacionadas con la enfermedad del acné.

Para llevar a cabo la revision se recopilaron, organizaron y analizaron diferentes fuentes
bibliogréficas relacionadas con investigaciones especificas en el tema, provenientes de
diversas bases de datos como ScienceDirect, Scopus, Scielo, NCBI (National Center for
Biotechnology Information), PubMed, Springer Nature, y Sistema Nacional de Bibliotecas
de la Universidad Nacional de Colombia (Sinab). En las bases consultadas se utilizaron
motores de busqueda que recopilaron las palabras claves acordes al presente estudio,
acompafado de operadores logicos que permitian direccionar dicha busqueda, como
ejemplo: (Antimicrobial peptide and Propionibacterium acnes) (acne vulgaris and/or
sebum and defensina or cathelicidine). La informacién recopilada se filtré por rango de
tiempo, donde se escogieron los péptidos mas relevantes encontrados para combatir la
enfermedad del acné desde el afio 2000 en adelante.

Esta revision presenta diferentes candidatos peptidicos provenientes de diversas fuentes
biolégicas con propiedades bactericidas, que pueden ser moléculas potencialmente Utiles
para el tratamiento alternativo del acné. De las moléculas que han presentado mayor
actividad antimicrobial contra la bacteria P. acnes segun reportes bibliograficos y que
proviene del ser humano es la Granulisina comparandola con un farmaco convencional
para tratar esta enfermedad (Climdamicina), aun asi, este péptido no ha salido de la fase
clinica por motivos de ensayos toxicolégico para una poblacién mayor. De igual forma esta
el péptido sintético LZ1 el cual proviene del analisis y la fusion de secuencias provenientes
de varias familias de péptidos antimicrobianos, sus estudios superan la fase in vitro e in
vivo y es posible encontrarlo en el mercado Unicamente en paises orientales, pero con
exclusivo seguimiento médico, pues se contindan realizando ensayos toxicologicos. Por
este motivo se hace de exclusiva importancia continuar en el estudio e investigacion de
estas moléculas peptidicas promisorias que actian contra una enfermedad que ataca a
una gran poblacion a nivel mundial (mayor al 80%) y tiene un tiempo de duracion sustancial
en la vida de quien la padece. Ademas de que las implicaciones secundarias de los
péptidos antimicrobianos son significativamente menores comparadas contra un farmaco
convencional.

Producto de la revision presentada y con la experiencia del grupo de investigacion en
péptidos antimicrobianos se plantea un posible estudio a realizar de algunas regiones de

las secuencias de dichos péptidos que no han sido estudiadas previamente, con ello, se
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proponen modificaciones en la secuencia que puedan generar cambios estructurales,
cambios en la carga e hidrofobicidad para tratar de potenciar la respuesta inmune
generada por péptidos, por medio de herramientas bioinforméticas que ayudan a encontrar
las posibles secuencias a ensayar. Con las secuencias analizadas en este trabajo se
plantearia como perspectiva a futuro hacer la sintesis quimica de los péptidos ya disefiados
y realizar los ensayos de actividad contra la bacteria P. acnes, asi obtener una posible

alternativa terapéutica contra la enfermedad.






1. Acné

El acné también conocido como acné vulgar (acné vulgaris) es una enfermedad que afecta
la piel, se centra en la inflamacion crénica de los poros o unidades pilosebaceas que
contienen células queratinocitos, glandulas sebaceas vy foliculos pilosos; estos poros se
lubrican por la sustancia que produce la glandula sebacea denominada sebo, el cual
también funciona como transportador de células epiteliales muertas a la superficie por
medio del canal folicular (W. H. Li et al. 2018). Cuando se presenta la obstruccién en la
salida del poro debido a un incremento de células epiteliales muertas y se impide el flujo
normal de sebo, se forma un tapon donde las bacterias presentes en la microbiota de la
piel invaden el absceso y propician la infeccion e hinchazén del foliculo como se muestra
en la Figura 1-1, a la izquierda se observa un foliculo sano y normal y a la derecha un
foliculo piloso taponado por la sobreproduccién de grasa, inflamado por la presencia de la
bacteria P. acnes y rodeado de células de respuesta inmediata como Linfocitos T vy
neutréfilos, asemejando el estadio nodular en la enfermedad del acné. En este proceso,
los factores mas relevantes de la patogénesis del acné son: la hiperqueratinizacion
anormal, el incremento en la secrecion de sebo y la inflamacién del poro por la presencia
exagerada de flora microbiana en el interior del orificio (Saint-Jean and Dreno 2016).

La mayoria de los granos se distribuyen en la zona superior del tronco y es el rostro el
lugar méas afectado, las consecuencias pueden ser tanto fisicas como psicoldgicas e
impactan finalmente en el entorno psicosocial del paciente (Koreck et al. 2003). Segun la
Organizacién Mundial de la Salud, el 80% de la poblacion entre los 15 a los 35 afios padece
la alteracion epitelial en algin momento de su vida, considerando que la presencia de estas
lesiones decrece con la edad (Tabri et al. 2017; Ozcelik et al. 2018; Wolkenstein et al.
2018).
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Figura 1-1: Patologia del acné en la unidad pilosebacea. A. Foliculo piloso sano B. Foliculo
piloso taponado. Adaptado de (Asociacion Espanola de Pediatria de Atencidn Primaria. et
al. 2016).

: Foliculo Obstruido

Queratina

Linfocitos T

Nédulo/quiste

Foliculo sano y normal | 40 o tnflamacién

1.1 Fisiopatologia del acné

Se desconocen las etapas en las que se desarrolla la patologia causada por el acné, sin
embargo, son cuatro los factores patogénicos que ocasionan el desarrollo de esta
dermopatia; hiperseborrea, queratinizacion folicular anormal, colonizacion microbiana de
la unidad pilosebacea e inflamacion local, a su vez estos determinan los estadios en la
evolucion de la enfermedad (Hanna-Leena Kelh&la 2016; Ruiz-Esmenjaud and Julieta Ruiz
Esmenjaud 2018).

La lesién generalmente inicia con hiperseborrea o aumento en la secrecion de sebo él cual
altera la glandula sebacea (Dréno 2017) provocando sobreproduccion de grasa en la
epidermis (Lynn et al. 2016). Este hecho perturba el ciclo de descamacion epitelial
denominado hiperqueratinizacion del ducto pilosebéaceo, causado por la acumulacion de
células muertas de queratinocitos en la punta del canal folicular dando lugar a la formacién
de tapones de grasa que impiden el flujo normal del sebo generando abultamientos
conocidos como comedones que impiden la evacuacion normal del fluido (Tahir 2016;
Marks et al. 2019).

El comeddn puede cerrarse cuando los corneocitos muertos, el sebo y la presencia de flora

microbial generan un tapén en el poro, la presion de la masa retenida crea una papula de



color blanco que puede producir la ruptura interna del tejido epitelial invadiendo la dermis
y propiciando inflamacién interna. Por otro lado, el comeddn abierto también conocido
COmMo punto negro se origina por la mezcla entre melanina y grasa oxidada retenida en el
interior del poro, si el quiste se revienta puede interactuar con los microorganismos
bacterianos que circundan el poro como la P. acnes, lo cual favorece la inflamacién y

evolucion a pustula o papula (Figura 1-2) (Tahir 2016; Dréno et al. 2018).

Figura 1-2: Estadios del acné. Adaptado de (Ito et al. 2018)

Microcomedén Comedon Pistula inflamada Nédulo

. . X Ruptura de |z pared folicular.
Proliferacion de células Ensanchamiento de las Mayor ensanchamiento del i p

muertas, excesode paredes del poro para poro. Proliferacién de Ia Expansion de la inflamacion
preduccion de sebo, acomodar la acumulacion bacteria P.acnes 3 los tejidos circundantes.
acumulacion de desechos de desechos 5 Cicatriz
Inflamacion
Cabeza Blanca Cabeza Negra
ey N -

e

La formacion del comeddn en la unidad pilosebacea genera un ambiente idéneo para la
propagacion de microorganismos que circundan la microbiota de la piel como la bacteria
P. acnes (Luengo 2011; Quintero et al. 2015). La P. acnes en proporciones normales en
compafia de otras bacterias evitan la colonizacion de organismos patogénicos como
Staphylococcus aureus. Sin embargo, la proliferacion descontrolada de la P. acnes puede
desencadenar respuestas adversas (Danby 2014; Patel et al. 2016) como la inflamacién,
debido a que el Sistema Inmune Innato (S.I.1.) del hospedero detecta la presencia de la
bacteria en el sebocito, el S.I.I. es capaz de activar las vias clasicas del sistema
inmunoldgico a través de células de respuesta inmediata (Spittaels and Coenye 2018;
Williams, Dellavalle, and Garner 2012) como los neutrdfilos, macréfagos y queratinocitos
gue reconocen la presencia de un microorganismo invasor por medio de receptores tipo

Toll (Toll Like Receptors, por su sigla en inglés TLRs -2 y -4), los cuales se encargan de
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inducir la produccién de células con caracteristicas proinflamatorias como interleuquinas
(Interleukins, por su sigla eninglés IL -6, -8, -12), interferébn gamma (Interferon gamma, por
su sigla en inglés IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor, por su
sigla en inglés TNF-a), que contribuyen al dafio del tejido y la inflamacién local (Zouboulis,
Katsambas, and Kligman 2014; W. H. Li et al. 2018).

Asi mismo, esta respuesta inflamatoria puede estimular la produccion de moléculas
complementarias del sistema inmune con actividad antimicrobiana, como el péptido Beta-
Defensina Humana -2 (Human Beta Defensin -2, por su sigla en inglés hBD-2) (Muguet
Guenot et al. 2018), este polipéptido interactla electrostaticamente con la membrana del
microorganismo invasor generandole lisis en la superficie de la misma, favoreciendo el
desequilibrio osmético y posterior muerte del patégeno. Este estadio de inflamacién genera
fisicamente la formacion de nodulos y quistes que en numerosas ocasiones dejan en el
paciente la marca de la cicatriz (Williams, Dellavalle, and Garner 2012; Anina Lambrechts,
Nuno de Canha, and Lall 2018).

1.2 Bacteria Propionibacterium acnes.

La bacteria Propionibacterium acnes, es una bacteria comensal de lento crecimiento que
coloniza la superficie de la dermis humana junto con otros microorganismos como
Staphylococcus, Corynebacterium, Streptococcus, Pseudomonas spp y evita que
organismos patdgenos invadan la piel pues se localiza principalmente en areas sebaceas
(rostro, tronco superior, zona genitourinaria), se considera que es un microorganismo
oportunista debido a que causa infecciones y lesiones epiteliales al entrar en contacto con
los triglicéridos provenientes de la glandula sebacea (Perry and Lambert 2011). El microbio
es de caracteristica Gram-positiva, anaerobia facultativa, clasificada en el género
Propionibacterium, tiene forma alargada y no presenta flagelo que le permita movimiento
(Achermann et al. 2014) no es esporulado por ende incapaz de transportarse por aire, al
entrar en contacto con el metabolismo celular puede fermentar lactato y producir acetato,
succinato y propionato, compuesto del cual proviene su hombre Propionibacterium acnes
(Corvec et al. 2018).



1.3 Tratamientos convencionales

Evitar la colonizacién de la bacteria P.acnes en la unidad pilosebacea es la clave para
controlar y disminuir los efectos del acné, para esto se han planteado diversos tratamientos
gue cumplen dicha funcién (Marson and Baldwin 2019) como; productos no farmacolégicos
que incluyen limpiadores cutaneos generalmente con alcohol o lociones a base de agua,
entre otros, permiten actuar como atenuador de la enfermedad; productos farmacolégicos
gue se prescriben segun la gravedad y la zona en la cual se ubica la dermopatia, pueden
ser tdpicos como compuestos retinoides, peroxido de benzoilo, antibiéticos como la
tetraciclina, eritromicina, climdamicina y sistémicos para mujeres como anticonceptivos
orales a base de estrégenos (Saint-Jean and Dreno 2016). Sin embargo, los efectos
adversos como irritacion cutdnea, sequedad, eritema y fotosensibilidad, varian segun la
dosis empleada. Se genera controversia cuando en algunos estudios se demuestra la
resistencia y tolerancia que presentan las bacterias ante el uso frecuente de estos
medicamentos, a pesar de esto, el empleo de estas terapias es usual para tratar el acné,
por tal motivo se hace necesario emplear agentes mas seguros y eficientes que disminuyan
los efectos colaterales (Zouboulis, Katsambas, and Kligman 2014; Quintero et al. 2015).
Recientemente se viene estudiando el mecanismo de defensa del sistema inmune del
hospedero, donde se resalta la actividad de los péptidos antimicrobianos como
complementos de defensa ante la presencia de un microorganismo invasor mostrando
resultados promisorios como posibles candidatos para el tratamiento de la enfermedad

cutanea (Spittaels and Coenye 2018; Williams, Dellavalle, and Garner 2012; Danby 2014).






2.Péptidos Antimicrobianos (PAMs)

Los péptidos antimicrobianos son moléculas que contienen residuos de aminoacidos
unidos covalentemente a través de un enlace amida (generalmente tienen menos de 8 Kda
de peso molecular, aunque existen de mayor longitud) (Guzman, Barberis, and lllanes
2007; Cruz et al. 2014) estan ampliamente distribuidos en todos los reinos de la naturaleza,
su funcién principal es complementar la respuesta del sistema inmune innato ante la
presencia de cualquier microorganismo patégeno (Shai 2002). Constituyen componentes
esencialmente conservados de la linea de defensa del hospedero contra infecciones
provenientes de invasores como bacterias, hongos, parasitos y virus, presentan diversos
roles para lisar o inhibir el crecimiento del microorganismo y/o favorecen procesos
inflamatorios, inmunomoduladores, quimiotacticos, angiogénicos; también favorecen la
proliferacion celular, la fagocitosis, la reparacion de dafio tisular, inducen la liberacién de
citoquinas, inducen la respuesta acoplada al sistema inmune adaptativo, entre otros

(Travkova, Moehwald, and Brezesinski 2017).

Desde la década de 1920 los péptidos antimicrobianos han sido centro de estudio por su
amplio espectro de accion sobre microorganismos que van desde virus hasta parasitos,
destacéndose su aplicacion en la industria farmacéutica por su potencial uso clinico (Bahar
and Ren 2013). En 1947, el cientifico Alexander Fleming identificé la actividad bactericida
procedente de la mucosidad de un estornudo que contaminé una caja de Petri en la cual
crecia un cultivo bacteriano, dias después observé dichas bacterias lisadas, a la sustancia
gue causo la muerte se le dio el nombre de lisozima (Nakatsuji and Gallo 2012). Lizosima
es la primer molécula peptidica que actia sobre la membrana bacteriana (con accion
antimicrobiana, su peso molecular pequefio hacen que sea reconocida como una de las
proteinas enzimatica mas pequefias o podria estar entre los péptidos mas grandes), En
otro trabajo de Fleming se descubrid la penicilina, con esto se inicié la busqueda de nuevos
antibidticos y con el trabajo de esta investigacion el cientifico gano el premio nobel en

medicina en 1945 (Ganz 2005), los grandes hallazgos y usos modernos de nuevas
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moléculas no han impedido que la evolucién de los microorganismos también se haya dado
y la gradual tolerancia y/o resistencia a los farmacos convencionales propuestos para su
control generen un problema de salud publica en el mundo, por esta razon en la actualidad
se estudian e identifican nuevos compuestos bioactivos algunos propios del hospedero
como los denominados péptidos antimicrobianos los cuales constituyen una nueva
alternativa de control (Carneiro et al. 2015).

La gramicidina es un péptido aislado de la bacteria Bacillus brevis, se caracterizo por ser
el primer péptido antimicrobiano comercializado como antibiético y fue probado en las
heridas de piel de un cerdo dando como resultado la disminucion de la lesién formada;
(Dubos 1939). En 1960 la lactoferrina fue la primera proteina de gran tamafio aislada de la
leche con estudios de actividad antibacterial (Phoenix, Dennison, and Harris 2013). A
finales de la década del sesenta, se estudié en la piel de la rana Bombina variegata el
péptido antimicrobiano que hoy en dia lleva el nombre de bombinina, a mediados de los
afios setenta se reportaron péptidos con posible respuesta antimicrobiana provenientes de
leucocitos de conejo y humano, estas células hacen parte de la primera linea de defensa
del hospedero de alli se deriva el nombre de los péptidos a-defensinas, al determinar su
estructura fueron las primeras moléculas en ser reconocidas por estabilizar la
conformacion tridimensional con cisteinas (Park, Okhovat, and Kim 2017).

En 1981, Booman et al. experimento inyectando una bacteria en la polilla Cecropia, la cual
indujo en su sistema inmune el potente péptido antimicrobiano cecropina con tendencia
estructural alfa helicoidal, otro avance reconocido tuvo lugar en 1987 cuando Zasloff y
colaboradores, caracterizaron el péptido cationico magainina proveniente la rana africana
Xenopus laevis (Bahar and Ren 2013).

A mediados de los afios noventa se experimenté con modificaciones genéticas, al
delecionar un gen que codifica a un péptido antimicrobiano en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, de alli se concluyd la susceptibilidad del hospedero al ser
infectado facilmente por la falta de la molécula de defensa. A principios del siglo XXI una
nueva clase de péptidos antimicrobianos fue descubierta, teniendo en cuenta mecanismos
de interacciébn con la membrana del patdgeno, dentro de estos se encuentran las
catelicidinas, proteinas que tienen la tendencia segun estudios de interaccion, de formar
poros en la membrana celular promoviendo la muerte del microorganismo, asi mismo el
descubrimiento de la B— defensina, cuya diferencia con la a-defensina, es la distribucion

espacial del numero de enlaces di-sulfuros presentes en su secuencia, esta caracteristica
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parece ser la esencia de su actividad. Con el inicio de estos estudios, se amplié
extensivamente la investigacion en moléculas propias del hospedero con actividad
microbicida y la capacidad de interactuar con la membrana del microorganismo al punto

de generar lisis celular (S. J. Kang et al. 2012).

Actualmente, se han identificado més de 2000 péptidos con accion antimicrobiana tanto
naturales como sintéticos (generalmente anélogos con accién mejorada), estos se
clasifican segun el organismo de origen, las caracteristicas de la secuencia y la tendencia
estructural mayoritaria, entre otras; asi mismo, estas moléculas presentan un amplio
espectro de actividad biologica, de las mas relevantes se encuentran la antibacterial,
antiviral y antifungica (G. Wang, Li, and Wang 2016). La recopilacién de estos péptidos de
encuentran en bases de datos y las mas completas en péptidos antimicrobianos que a la
fecha se encuentran en la literatura son: la APD3 (Antimicrobial Peptide Database 3) la
cual cuenta con 2995 péptidos antimicrobianos distribuidos en, 335 bacteriocinas /
bacterias, 4 de arqueas, 8 de protistas, 13 de hongos, 343 de plantas y 2206 de animales,
(Gabere and Noble 2017) incluidos algunos péptidos sintéticos, la amplia actividad
biolégica es de tipo antibacterial, anticoagulante, antiviral, antifingica, antiparasitaria,
antimalarica, anticancerigena, antioxidante, quimiotactica, insecticida, inhibidores de
proteasas, espermicida, péptidos cicatrizantes, entre otras (G. Wang, Li, and Wang 2016,
2009; Z. Wang 2003). La otra base de datos que sobresale es CAMPks, (Collection of Anti-
Microbial Peptides) la cual contiene mas de 10247 secuencias de péptidos antimicrobianos
de los cuales 4857 son validados experimentalmente y 5390 son predichos, 757
estructuras y 45 familias de PAMs (Waghu et al. 2016, 2014; Thomas et al. 2009), en la
tabla 1 se recopila la informacién de las bases de datos mas relevantes reportadas a la

fecha.



14

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS COMO POSIBLES AGENTES TERAPEUTICOS CONTRA LA
BACTERIA Propionibacterium acnes

Tabla 1 Bases de datos de péptidos antimicrobianos (Gabere and Noble 2017).

Base de ) .

Datos Contenido Lugar Pagina Web / Ref.
IMGT Provee acceso a bases de | Web / multimedia http://imgt.cines.fr/itextes/Im
Immuno- datos de péptidos munoinformatics.html#datP
informatics | antimicrobianos EP/

AMP_Scan | Predictor de péptidos | Instituto Nacional de Alergias y | https://www.dveltri.com/asc

ner antimicrobianos basado en | Enfermedades Infecciosas, | an/
redes neuronales Institutos Nacionales de Salud | / (Veltri, Kamath, and Shehu

de Rockville, EE. UU. 2018)

APD3 Base de datos de péptidos | Centro Médico de la Universidad | http://aps.unmc.edu/AP/mai
antibacteriales, antifungicos | de Nebraska n.html
antivirales, entre otros. http://aps.unmc.edu/AP/mai

n.php
/(G. Wang, Li, and Wang
2016)

AntiBP2 Servidor predictor de | Centro de Bioinformatica, | http://www.imtech.res.in/rag
péptidos antibacteriales en | Instituto de Tecnologia | hava/antibp2/
proteinas de secuencia Microbiana, Chandigarh, India /(Lata, Mishra, and Raghava

2010)

BaAMPs Base de Datos de péptidos | Instituto de Nanociencia de CNR | http://www.baamps.it/
antimicrobianos probados | (Consejo Nacional de | / (Di Luca et al. 2015)
contra bacterias biofilm Investigacion) e Instituto Italiano

de  Tecnologia (IIT) en
colaboracion  con  Escuela
Normal Superior (SNS) y la
Universidad de Pisa (UniPl)

BACTIBAS | Base de datos que contiene | Unidad de Proteémica Funcional | http://bactibase.hammamila

E: bacteriocinas gram-positivas | y Biopreservacién de Alimentos, | b.org/main.php

Database y gram-negativas Instituto Superior de Ciencias | / (Hammami et al. 2010)

Dedicated Biologicas Aplicadas de Tunez,

Universidad El Manar, Tunez.
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to
Bacteriocin
CAMPRgs Coleccion de péptidos | Instituto Nacional de | http://www.bicnirrh.res.in/an
antimicrobianos y proteinas Investigacion en Salud | timicrobial/
Reproductiva - Mumbai, India / (Waghu et al. 2016)
ClassAMP | Predictor usado para la | Centro de Informatica | http://www.bicnirrh.res.in/cla
clasificacion de péptidos | Biomédica, NIRRH, Mumbai, | ssamp/
antimicrobianos India / (Joseph et al. 2012)
CPPsite Base de datos de péptidos | Centro de Bioinforméatica | http://crdd.osdd.net/raghava
que penetran en la célula Instituto de Tecnologia | /cppsite/
Microbiana, Chandigarh, India / (Agrawal et al. 2016)
DBAASP Base de datos de actividad | Laboratorio de Bioinformatica | https://dbaasp.org/home
antimicrobiana y estructura | del Centro de Biomedicina | https://dbaasp.org/dbaasp-
de péptidos Experimental lvane Beritashvili | site-new/
(IBCEB, GEORGIA) y Oficina de
Infraestructura Cibernética vy | / (Pirtskhalava et al. 2016)
Biologia Computacional (OCICB
/ NIAID / NIH, EE. UU.)
Defensins Base de datos enfocada en | Centro Internacional de la vista | http://defensins.bii.a-
Knowledge- | informacion acerca de la | Singapore, c/o, 11 Third Hospital | star.edu.sg/
base familia de péptidos | Avenue, Level 6, Singapore.
antimicrobianos defensinas / (Seebah et al. 2007)
HLP Servidor que predice la vida | Instituto Tecnolégico de | http://webs.iiitd.edu.in/ragha
media de un péptido en el | Microbiologia, Chandigarh, | va/hlp/index.html
ambiente del intestino, asi | India.
mismo, predice la estabilidad / (A. Sharma et al. 2014)
del péptido.
InverPep Base de datos de péptidos | Grupo de Biologia Funcional e | http://ciencias.medellin.unal.

antimicrobianos de origen

invertebrado

investigacion en Ecologia y
Sistemética de Insectos
Facultad de Ciencias
Universidad Nacional de

Colombia - Sede Medellin

edu.co/gruposdeinvestigaci
on/prospeccionydisenobiom
oleculas/InverPep/public/ho
me_en

and

/ (Gbémez, Giraldo,

Orduz 2017)
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Hemolytik Base de datos de péptidos | Centro de ciencia y | http://crdd.osdd.net/raghava
hemoliticos y no hemoliticos | bioinformética, Instituto | /hemolytik/index.php
Tecnologico de Microbiologia, | / (Gautam et al. 2014)
Chandigarh, India
LAMP Base de datos de péptidos | Instituto de Ciencia Tecnologiae | http://biotechlab.fudan.edu.c
antimicrobianos Innovacién, Shanghai, China n/database/lamp/
/ (Zhao et al. 2013)
Peptaibol Base de datos de péptidos | Base de datos Peptaibol ¢ / o | http://peptaibol.cryst.bbk.ac.
Database con actividad antimicrobiana | Profesor B. A. Wallace., | uk/home.shtml
Departamento de Cristalografia, | / (Whitmore 2004)
Birkbeck College, Universidad
de Londres.
StraPep Base de datos de péptidos | Universidad Huazhong, | http://isyslab.info/StraPep/
bioldgicamente activos Facultad de Ciencias de la vida | / (J. Wang et al. 2018)
y tecnologia
Wuhan, China.
iIAMPpred: Base de prediccion de | Instituto de Investigacion de | http://cabgrid.res.in;:8080/a

péptidos antimicrobianos con
estudios de incorporacion de
caracteristicas
composicionales,
fisicoguimicas y estructurales

en Chous general PseAAC.

Estadistica y Agricultura (ICAR),
New Delhi, India.

mppred/

/ (Meher et al. 2016; Meher,
Sahu, and Rao 2016; X.
Xiao et al. 2013)

El grupo de investigacion dirigido por el Dr. Hancock, ha estudiado la interaccion del

péptido antimicrobiano - patégeno demostrado el uso viable de estas biomoléculas en

comparacion con los antibiéticos (Hancock and Scott 2002), estas investigaciones han

despertado el interés de la industria farmacéutica para usar los péptidos antimicrobianos

como potenciales agentes terapéuticos, pues se ha evidenciado la capacidad de disminuir

efectos secundarios que otras moléculas sintéticas convencionales como Benzamicyn®

(eritromicina con peroxido de benzoilo), suelen provocar entre ellas estan, alergias, dolor

localizado, trastornos emocionales, entre otros efectos en los pacientes que padecen acné

(Morales Toquero and Ocampo Candiani 2009).
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2.1 Clasificacion de péptidos antimicrobianos

La diversidad de péptidos antimicrobianos encontrados en las bases de datos en términos
de secuencia, estructura y funcién continua en crecimiento, por tanto, su clasificacion sigue
actualizadndose continuamente (G. Wang 2015). No obstante, se pueden clasificar basados
en la fuente bioldgica, caracteristicas de la secuencia, propiedades estructurales, funcién
biol6gica y blanco molecular (Mojsoska and Jenssen 2015).

2.1.1 Fuente Biologica

Se ha adoptado la clasificacion propuesta por R. Whittaker (1969), la cual se basa en los
cinco reinos naturales; procariotas (bacteriocinas), protistas (algas/arqueas), hongos,
plantas y animales, esta clasificacion es la primera forma de categorizar los péptidos en
las bases de datos (Waghu et al. 2016), tal como se muestra en la Figura 2-1. Asi mismo
los péptidos antimicrobianos dependiendo la fuente bioldgica tienen funciones antibidticas
contra una amplia variedad de microorganismos competitivos o patogénicos (Mahlapuu et
al. 2016).

Figura 2-1: Clasificacion de Péptidos Antimicrobianos segun fuente biolégica. Adaptado
de (G. Wang, Li, and Wang 2016).
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La base de datos de péptidos antimicrobianos de origen animal tiene el mayor nimero de

moléculas reportadas y estudiadas, esto permite una sub-clasificacion que comprende
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especies vertebradas (peces, anfibios, reptiles, aves y humanos) e invertebradas (insectos,
aracnidos, moluscos, nematodos, crustaceos), aproximadamente tienen la distribucién que
se observa en la Figura 2-2, reportando que el mayor porcentaje de péptidos proviene de
los anfibios, seguido de los mamiferos e insectos y la especie humana aporta del total solo
un 5% de los PAMs reconocidos a la fecha.

Figura 2-2: Distribucion de péptidos antimicrobianos en el reino animal. Adaptado de (G.
Wang, Li, and Wang 2016).
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2.1.2 Caracteristicas de la secuencia

Los péptidos antimicrobianos pueden ser clasificados por sus caracteristicas o
propiedades de secuencia tales como, la carga que adquiere la molécula una vez entra en
contacto con el medio, la longitud la cual se afecta con el numero de residuos que
componen la molécula, la hidrofobicidad que influye en la relacion con el solvente y la

anfipaticidad que afecta la interaccion con el microorganismo.

" Carga: la interaccion electrostatica de los péptidos antimicrobianos con los
fosfolipidos de la membrana permite clasificar estas secuencias como cationicos,
neutros o aniénicos dependiendo de su composicion de aminoacidos a pH

fisiolégico; los péptidos catidnicos contienen residuos que le proporcionan carga
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positiva como la arginina, histidina y lisina, esta composicion le da estabilidad al
péptido al momento de la interaccion con la bicapa, pues esta Ultima se compone
de fosfolipidos hidroxilados como el fosfatifdilglicerol y la cardiolipina que presentan
carga negativa y abundan en la membrana del patégeno. Los péptidos aniénicos
tienen en su secuencia mayor proporcién de aminoacidos cargados negativamente
como el acido aspértico y/o acido glutdmico los cuales se ha demostrado que
interacttan con el grupo amonio de la fosfatidiletanolamina, un glicerofosfolipido
abundante en la membrana citoplasmatica de microorganismos. Generalmente los
PAMs son de carga positiva (+3) (figura 2-3) para favorecer las interacciones
electrostaticas con la bicapa lipidica cargada negativamente en bacterias, sin
embargo, se ha encontrado que la actividad hemolitica es directamente
proporcional a la carga del péptido porque la alta presencia de residuos catiénicos
favorece la afinidad y adsorcion por la membrana disminuyendo la selectividad del
blanco celular. (Bobone 2014; Zhou and Huang 2015; Fan et al. 2016).

Figura 2-3: Distribucion de péptidos antimicrobianos segln carga neta de la secuencia.
Adaptado de (G. Wang 2017).
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. Longitud: el tamafio de los péptidos antimicrobianos oscila de 300Da a 8000Da (de

3 a 75 residuos) aproximadamente, sin embargo, la mayor poblacion se encuentra en el
rango de 21 a 30 aminoacidos (~80%) (Figura 2-4) (GuangShun 2010; Fan et al. 2016),
se ha reportado que la longitud del péptido antimicrobiano influye en la capacidad para
atravesar la membrana, pues dependiendo de la cantidad y el tipo de aminoacidos del

péptido se puede estimar si logra atravesar la bicapa lipidica. De igual forma un minimo



20 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS COMO POSIBLES AGENTES TERAPEUTICOS CONTRA LA
BACTERIA Propionibacterium acnes

de amino&cidos se necesitan para formar estructuras secundarias, al menos 7 aminoacidos
para una hoja-beta y 3,6 para una conformacion de solo una vuelta en una estructura alfa-
helicoidal (Gagnon et al. 2017).

Figura 2-4: Distribucion de péptidos antimicrobianos segun longitud de la secuencia.
Adaptado de (G. Wang 2017).
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" Hidrofobicidad: es un parametro que determina el grado en el que la secuencia se
une e inserta a la regiéon hidrofébica de la membrana, porque dependiendo el tipo de
aminoacido que compone la cadena se vera favorecida la interaccion con la region apolar
de la bicapa lipidica (Yeaman 2003), también permite establecer qué tan soluble es la
molécula de interés basados en la interaccion de la cadena lateral de los aminoécidos con
el medio acuoso, teniendo en cuenta que esta propiedad oscila generalmente entre el 40
al 50 % en la mayoria de los péptidos (Figura 2-5) (Burns, Olszowy, and Ciborowski 2016).
Estudios demuestran que la hidrofobicidad favorece la actividad antimicrobiana y refuerza
la tendencia alfa-helicoidal del péptido, sin embargo, si el porcentaje de hidrofobicidad es
alto (>65%) es posible que se potencie la actividad hemolitica y aumente la toxicidad contra
células no microbianas por formacién de agregados por interacciones hidrofébicas,
disminuyendo la selectividad antimicrobiana (Zelezetsky and Tossi 2006). Esta propiedad
se calcula teniendo en cuenta la escala de hidrofobicidad GRAVY (Grand Average of
Hydroopathy de sus siglas en inglés), de Kyte, J. and Doolittle (Kyte and Doolittle 1982),
este indice de hidropaticidad ((hidrofobicidad / hidrofilicidad) /n) (n= aminoacidos totales)
es un promedio de los aminoacidos dividido por el nimero total de residuos presentes en
la secuencia, si el resultado es positivo hay en su mayoria residuos hidrofébicos, por otro

lado, si el resultado es negativo, se indica tendencia hidrofilica en la cadena peptidica.
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Figura 2-5: Distribucion de péptidos antimicrobianos segun la hidrofobicidad de la
secuencia. Adaptado de (G. Wang 2017; Fan et al. 2016).
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. Anfipaticidad: esta propiedad de la molécula se refiere a la presencia y abundancia
relativa de residuos hidrofilicos e hidrofébicos que componen la secuencia (P. Kumar,
Kizhakkedathu, and Straus 2018a), la distribucién de los aminoacidos en el espacio facilita
las interacciones electrostaticas e hidrofébicas del péptido con la membrana del
microorganismo, su posterior insercién y disrupcion, es una caracteristica que se define
mejor en los péptidos con tendencia alfa helicoidal por que la estructura tridimensional
permite localizar las regiones en el péptido y asi mismo predecir teéricamente que seccién
del péptido interactia con el medio y que seccién con la bicapa lipidica (Gagnon et al.
2017). Este parametro puede cuantificarse por medio del momento hidrofébico (uH) de
cada aminoacido, un valor alto se relaciona proporcionalmente con la actividad

antimicrobiana.

2.1.3 Conformacion estructural

De acuerdo a las caracteristicas de la secuencia Van't Hof y colaboradores, organizan los
péptidos antimicrobianos de acuerdo a la similitud de la estructura secundaria,
proponiendo cuatro categorias que se muestran en la Tabla 2 (Van 'T Hof et al. 2001), las
cuales son, alfa —helicoidal, hoja beta plegada, combinacién alfa-beta y conformacién
extendida o sin estructura definida (ramdom coil) (Yeaman 2003). Asi mismo, se ha
observado la relacion entre la estructura que adoptan y la funcién que cumplen (Jenssen,
Hamill, and Hancock 2006)(Huang, Huang, and Chen 2010).
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" Péptidos alfa-helicoidales: consisten en aquellas secuencias cuya tendencia
estructural es de tipo alfa-helicoidal, en este grupo se encuentran la mayoria de los
péptidos antimicrobianos, siendo de gran relevancia por el tipo de asociacion con la
membrana del microorganismo ya que debido a su distribucién espacial permiten una
interaccion total y teniendo en cuenta las caracteristicas de la secuencia pueden
eventualmente promover ruptura en la membrana del patégeno (Bobone 2014; Giulio .A
2006).

" Péptidos en conformacion hoja-Beta: estas moléculas adoptan una estructura mas
restringida en la cual se enlazan por lo menos dos tramos de la misma cadena por medio
de un enlace disulfuro y/o por la interaccién de puentes de hidrégeno entre atomos de la
cadena principal una vez se pliega la secuencia. Esta conformacion se estabiliza al
interactuar con la superficie de la bicapa lipidica del huésped ya que segun estudios es
posible que por la estructura del péptido se extiende sobre la membrana del
microorganismo e interactle con esta alterandola por medio de la formacién de canales
gue permiten el desequilibrio osmético (Giulio .A 2006).

. Péptidos combinados alfa-beta: son secuencias combinadas entre estructuras
lineales con tendencia helicoidal y conformaciones tipo hoja beta, donde se presentan
puentes disulfuro intramoleculares que permiten la existencia de loops o bucles, se ha
reportado en estudios que los loops tienden a comportarse como inhibidores de sitios
activos como es el caso de la defensina que bloquea el sitio activo de la alfa amilasa,
aunque todavia es desconocida la forma exacta en la que este proceso ocurre (Harder and
Schrdder 2016).

" Péptidos sin estructura definida: estas secuencias son ricas en aminoacidos como
prolina o triptofano los cuales distorsionan la estructura tridimensional por su
voluptuosidad, promoviendo una disposicion espacial de la cadena aleatoria o
desordenada (“ramdom”). Muchas de estas moléculas no presentan actividad al interactuar
con la membrana de un microorganismo, pero estudios han demostrado que cuando la
secuencia tiene estos residuos se le facilita la internalizacién en la bicapa por interacciones
hidrofébicas con las cadenas alifaticas de los lipidos, una vez penetran la membrana
pueden interactuar con diferentes organelos en el interior de la célula afectando el tiempo

de vida media del patégeno (Seo et al. 2012).
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Tabla 2. Clasificacion de péptidos antimicrobianos segun conformacion estructural.

Estructura Ejemplos

a Cecropina, Dermicidina, Catelicidina
LL-37

B Alfa defensina humana, protegrina

ap Beta defensina humana

Sin estructura | Indolicidina

2.1.4 Patrones de enlace covalente

Se ha propuesto un sistema de Clasificacién Universal (UC por sus siglas en ingles

Universal Clasifiation) el cual se basa en generalizar los patrones de conexion

intramolecular de la cadena polipeptidica (Tabla 3) teniendo en cuenta los enlaces

covalentes inter e intracatenarios, lo cual permite unificar la clasificacion de los péptidos

de inmunidad innata proveniente de un amplio espectro de fuentes bioldgicas. (G. Wang

2015; G. Wang, Li, and Wang 2016) se definen cuatro grupos con las convenciones, U:

Universal; C: Clasificacion; L: Lateral; S: Tiol; B: Backbone: Cadena Principal.

Tabla 3. Clasificacion Universal de péptidos antimicrobianos segun patrones de enlace
(Zhou and Huang 2015).

Clase | Caracteristica Enlace Simbolo | Imagen
I Péptido Lineal Ninguno UCLL ’\/
Il Entre las cadenas | CB—S-S-Cf3 UCSS

laterales del péptido | Disulfuro

(intra o intercatenario) | CB—S-CB

Tioéter

i Entre la cadena lateral | CO—NH amida UCSB

y el backbone | CO-O

(residuos E8 o D9 | éster

enlazado al N-terminal | CB—S—Ca

del grupo amino) Tioéter
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v Péptido circular entre | CO-NH UCBB
las terminaciones del | amida
backbone

Este método de clasificacion agrupa todas las formas de péptidos antimicrobianos que se
encuentran en los reinos de la naturaleza, sin embargo, debe complementarse con los
sistemas de clasificacion existentes ya que permite mejorar la busqueda de la molécula en

las bases de datos.

2.1.5 Funcion bioldgica

El péptido antimicrobiano de origen natural suele tener amplio espectro de actividades una
vez entra en contacto con la bacteria, parasito, hongo o virus. Esta caracteristica potencia
la propiedad de ser un antibiético alternativo, a continuacion se resaltan las funciones mas
relevantes (S. Wang et al. 2016; G. Wang, Li, and Wang 2016; GuangShun 2014).

. Actividad Antibacterial: Es la capacidad que tienen algunas moléculas para evitar
el crecimiento y proliferacion de microorganismos en un organismo sin dafarlo, en este
proceso interactian tanto el parasito como el sistema inmune del hospedero, la accién
tiene lugar cuando la bacteria oportunista encuentra al paciente con enfermedades previas,
inmunodeficiente, o con dafios en la epidermis. Mas de la mitad de los péptidos reportados
en las bases de datos tienen un amplio espectro contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas como Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp, Staphylococcus aureus,
etcétera, La mayor parte de la poblacién de péptidos antimicrobianos poseen esta funcién
y se observa principalmente cuando la especie antibacterial entra en contacto con la
superficie de la membrana bacteriana y por seguimiento con técnicas microscopicas como
la de fluorescencia y con seguimiento de sefiales en el espectro de resonancia magnética
nuclear, el modelo de accién propuesto para péptidos usualmente catidnicos con esta
actividad es por formacion de micelas que provocan lisis y posterior muerte celular
(Castafieda-Casimiro et al. 2009; S. Wang et al. 2016).

. Actividad Antifungica: Ciertos péptidos antimicrobianos han sido estudiados e
identificados para tratar afecciones del ser humano provenientes de hongos como la
Candidiasis, la cual es una infeccion micética. Estudios realizados por medio de técnicas

microscopicas, sugieren que moléculas como la Catelicidina humana (LL-37) generan
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fijacion sobre la superficie del microorganismo, permeabilizan la membrana y finalmente
causan lisis celular (S. Wang et al. 2016; Lakshmaiah Narayana and Chen 2015).

. Actividad Antiviral: Una poblacion de los péptidos ha registrado actividad antiviral
(G. Wang, Li, and Wang 2016) contra diferentes virus envueltos incluyendo el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del papiloma humano (VPH) entre otros. La
mayoria de los virus poseen una cubierta cargada negativamente, por tanto los péptidos
gue interactan son de caracteristica catiénica como la protegrina y generan el bloqueo de
los receptores de superficie de la célula huésped, uno de los mecanismos mas relevantes

entre el hospedero-patégeno (Harder and Schroder 2016).

2.1.6 Blanco Molecular

Esta clasificacion se basa en el tipo de diana alcanzado por el péptido una vez entra en
contacto con el microorganismo, suele categorizarse en péptidos que interactdan con la
membrana y la distorsionan, y aquellos que presentan actividad solo si atraviesan la
membrana. Si los péptidos solo se quedan en la superficie de la membrana e/o interactian
con ella pueden generar diferentes modelos de accion, dentro de los modelos planteados
estan los agregados de superficie (modelo “carpeta”) y los que se internalizan en la bicapa
lipidica (modelo “barril y poro toroidal”’), cualquiera de los dos podria ocasionar lisis
membranal y posterior muerte celular (Bechinger and Gorr 2017).

Estudios muestran una estrecha relacion entre la concentraciéon del péptido y la capacidad
de atravesar la membrana, es decir, si la concentracién del péptido es mayor a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) generalmente el modelo de accién conduce a lisis
membranal por interaccién superficial con la bicapa, pero si la concentracion se encuentra
por debajo de la CMI, el péptido puede penetrar la membrana accediendo a los organelos
del microorganismo (Shah et al. 2016). Una vez se encuentran en el interior los péptidos
antimicrobianos se dirigen a diferentes organelos como ribosoma o nucleo entre otros,
afectando sus funciones, inhibiendo procesos metabdlicos y conduciendo finalmente a la

muerte del invasor (Calvo and Martinez-Martinez 2009).

2.2 Modelos de accion de péptidos antimicrobianos

La capacidad de algunos péptidos antimicrobianos para ejercer su accion bactericida
depende usualmente de su habilidad para interactuar con la membrana o pared celular y/o

blancos internos como el ndcleo (sintesis de ADN) o ribosoma (sintesis de proteinas),
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como se menciona en la seccién 2.1.6 blanco molecular (L. Zhang et al. 2016b). Mientras
algunos péptidos ejercen accion directa con su actividad antibacterial, otros actian
atacando al huésped por medio de dafio celular o estimulacion del sistema inmune. La
forma cémo interactuan péptido—patdgeno es la clave para entender su modo de accion
(Figura 2-6), y las propiedades caracteristica de la secuencia determinan dicha interaccién
(P. Kumar, Kizhakkedathu, and Straus 2018b).

Figura 2-6: Modelos de accién propuestos para la interaccion péptido antimicrobiano —
patégeno. Adaptado de (Peters, Shirtliff, and Jabra-Rizk 2010).

&3
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Modelo Carpeta K...\
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_ Yy ROS | i:f | - ATP
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o 2
Modelo Poro
Toroidal
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Modelo Tapon
de Barril

(A) Mecanismos de accién sobre membrana (B) Inhibicion de la sintesis de ADN (C) Inhibicion en
la sintesis de ARN (D) Inhibicion de las enzimas necesarias para unir las proteinas estructurales de
la pared celular (E) Inhibicion en la funcién ribosomal y sintesis de proteinas (F) Bloqueo de las
chaperonas necesarias para el plegamiento adecuado de las proteinas (G) Inhibicién de respiracién
celular en mitocondria, formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y liberacién de ATP y
NADH (H. Xiao et al. 2015).

Se han usado varias técnicas para evaluar las posibles vias de accién por las cuales los
péptidos antimicrobianos entran en contacto con los microorganismos, sin embargo, cada

método proporciona una vista ligeramente diferente de la actividad del péptido y ninguna
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técnica individual ha sido capaz de determinar con certeza el mecanismo de interaccion
(Brogden 2005).

La microscopia electrénica es la técnica que permite visualizar los efectos de los péptidos
antimicrobianos en las células huésped e identificar los sitios diana generales por medio
de una visualizacion tridimensional de la superficie (Choi, Rangarajan, and Weisshaar
2016), la marcacion por medio de fluoresceina permite seguir al péptido antimicrobiano y
observar la accion de permeabilizar las vesiculas de membrana (Rangarajan, Bakshi, and
Weisshaar 2013; Choi, Yang, and Weisshaar 2015), otra manera de evaluar la formacién
y estabilidad de un poro propiciado por un péptido es por formacién de canales ionicos,
esta propiedad permite entender la relevancia del potencial de membrana en la
neutralizacion de un organismo patdgeno, la técnica generalmente usada “Patch-clamp”
permite monitorear la conductancia de los canales dependientes del voltaje en las bicapas
lipidicas de membrana (S. Sharma, Sahoo, and Bhunia 2015; Shoji and Kawano 2018).

Otra técnica que determina con mayor exactitud la estructura del péptido y a su vez puede
sugerir la orientaciéon del mismo con respecto a la membrana es la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear en solucion, asi mismo, la resonancia magnética nuclear de
estado sélido ha logrado investigar la penetracion e insercion de estas moléculas en la
bicapa lipidica del huésped (Buffy et al. 2004; Laadhari et al. 2017; Sani and Separovic
2016), finalmente otras tecnologias utilizadas como, cristalografia de rayos X, infrarrojo
(IR) (F.-Y. Chen, Lee, and Huang 2003), entre otras, han permitido hacer un acercamiento
al momento de la interaccion péptido-patdgeno. Aunque el conjunto de resultados permite
plantear posibles modelos de accion, se hace necesario continuar con la investigacion en
interaccion molecular (Sudheendra et al. 2015).

La relacion que existe entre el péptido y el lipido de la membrana del microorganismo es
inicialmente de caracter electrostatico, especificamente con los grupos fosfato en las
bacterias Gram negativas 0 moléculas de acido lipoteicoico en las bacterias Gram
positivas, esta interaccion permite formular que a relaciones de baja concentracion el
péptido se encuentra usualmente paralelo a la membrana, a medida que se incrementa la
relacion péptido/lipido la posicion de la molécula se re-arregla y se torna vertical facilitando
la insercion en la bicapa lipidica (simulando un tornillo) (Raghuraman and Chattopadhyay
2007). Esta teoria da como resultado la formacion de poros o canales a través de la
membrana y se han propuesto varios modelos para explicar la formacién de los poros y la

permeabilizacion de la misma (J. Han et al. 2017).
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Los poros en la membrana ocasionan la pérdida del potencial de membrana, la liberacion
de componentes intracelulares y finalmente la muerte celular, estas caracteristicas
dependen de la geometria del poro formado y de la interaccion del péptido antimicrobiano
con la bicapa lipidica (J. Li et al. 2017), un modelo de accion propuesto es la formacion del
poro “tipo barril”, el cual conlleva a un orificio cilindrico revestido del péptido en el que la
cara hidrofébica de los péptidos interactian directamente con las cadenas de acilo en el
nucleo de fosfolipidos mientras que el lado hidréfilo de los péptidos esta orientado hacia el
interior del poro (Le, Fang, and Sekaran 2017). El otro modelo probable que permite alterar
la membrana por medio de canales es el de “tipo toroidal” cuyo nombre hace referencia a
generar una curvatura cerrada al girar en torno a un eje, es decir, hay una integracion entre
los péptidos antimicrobianos y las cadenas lipidicas, donde las regiones hidréfilas del
péptido se enfrentan al interior del poro y las regiones hidrofébicas permanecen en
contacto con el fosfolipido forzando una curvatura en la bicapa, promoviendo la unién entre
la membrana externa e interna, estos poros se caracterizan por tener distancias cortas
dentro de la membrana (Mihajlovic and Lazaridis 2010; Bertelsen et al. 2012).

Existe otro posible mecanismo que explica la ruptura de la membrana una vez hay contacto
péptido-patdgeno, el modelo “tipo carpeta o alfombra” es usado para describir la capacidad
de agregacion de los péptidos sobre la membrana y generar tensién a modo de detergente
promoviendo la formacion de micelas (Swithenbank and Morgan 2017; Dosler 2017). La
atraccion electrostatica péptido-membrana cubre la superficie del huésped en diversos
sitios a modo de alfombra favoreciendo la ruptura de la membrana (L. Wang et al. 2017).

El ejemplo de estos modelos de accién se muestra en la figura 2-7.

Figura 2-7: Modelos de interaccion del péptido sobre la membrana del microorganismo.
Adaptado de (Le, Fang, and Sekaran 2017).

A Modelo poro toroidal B Modelo poro barril C Modelo carpeta
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Asi mismo, en la tabla 4 se encuentran algunos de los péptidos antimicrobianos que con
prevalencia se presentan como respuesta complementaria del sistema inmune
especificamente ante la presencia de la bacteria Propionibacterium acnes a los cuales se

les ha estudiado y propuesto el mecanismo de accién péptido-patégeno (Brogden 2005).

Tabla 4 Péptidos antimicrobianos con su mecanismos de accion propuesto (Brogden
2005).

Modelo de | Péptido de | Ref.

accion ejemplo

Poro barril Alameticina, (Brogden 2005; Lee, N. Hall, and Aguilar
Defensina 2015)

Poro toroidal | Magainina, LL-37 | (Pfalzgraff, Brandenburg, and Weindl 2018)

Carpeta Cecropina (Rangarajan, Bakshi, and Weisshaar 2013)

Los modelos expuestos anteriormente han sido los mas estudiados, sin embargo, se han
propuesto mas modelos que permiten explicar los diversos tipos de interaccion del péptido
con el microorganismo y para revisiones mas detalladas se sugieren los siguientes autores
(de Alencare Silva et al. 2018; H. K. Kang et al. 2017; Zerweck et al. 2017; Lee, N. Hall,
and Aguilar 2015).






3. Obtencidén y evaluacion biolégica de
péptidos antimicrobianos

3.1 Metodologias de obtencién de péptidos
antimicrobianos

La fabricacion de productos terapéuticos basados en péptidos son metodologias o
procesos costosos que limitan su desarrollo y produccion, la metodologia planteada
dependia de muchas variables para lograr pureza, o conseguir solubilidad, buen
rendimiento, estabilidad, mecanismos de entrega y administracion de la dosis, ademas de
evaluar otros criterios como modificaciones en las cadenas laterales e incorporacion de
moléculas no naturales, entre otras. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas técnicas de
sintesis se ha reconsiderado que la elaboracion de un farmaco peptidico propuesto como
alternativa al farmaco convencional, con procesos mas sencillos que pueden generar costo
beneficio favorable para la industria y su posterior consumidor. (Goodwin, Simerska, and
Toth 2012; Fosgerau and Hoffmann 2015) (da Costa et al. 2015). La producciéon de los
péptidos se basa en varias metodologias de sintesis, de las mas relevantes se encuentran

la sintesis biolégica, sintesis recombinante, sintesis quimica y sintesis enzimatica.

3.1.1 Sintesis bioldgica

La mayoria de los péptidos antimicrobianos son producidos por codificacion genética
(97%) y se sintetizan en el ribosoma, estas moléculas se pueden expresar
constitutivamente para mantener el huésped sano teniendo en cuenta las necesidades del
sistema de defensa innato, un ejemplo de ello es la produccién de catelicidinas y
defensinas humanas las cuales se expresan ante la presencia de un microorganismo

invasor como la P. acnes (Boman 2003; Le, Fang, and Sekaran 2017).

Por otro lado, existe una baja proporcion de péptidos que son el resultado de la sintesis no

ribosomal, mediada por un complejo enzimatico de sintetazas peptidicas no ribosomales
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(NRPSs: Nonribosomal synthesis peptides synthetases), las cuales funcionan como un
ensamblador lineal de amino&cidos que facilitan la construccion de la cadena peptidica sin
seguir 6érdenes del codigo genético, esta estrategia se emplea principalmente en bacterias
y hongos (Sussmuth and Mainz 2017; Yang and Yousef 2018), esta alternativa de sintesis
propone la incorporacién de aminoécidos modificados a la biomolécula para asemejarla
con los farmacos convencionales como gramicidina y colistina (GuangShun 2010; G. Wang
2017).

3.1.2 Sintesis recombinante

Otra metodologia ampliamente empleada es el sistema recombinante, en el cual, a
grandes rasgos se disefia y sintetiza una plantilla de acido desoxirribonucleico que codifica
un péptido o proteina de interés, este gen se introduce en un vector de plasmido que actla
como complejo de almacenamiento y permite la posterior expresién de la informacion,
finalmente, se transfiere a la célula huésped donde se genera el proceso de replicacion
(Vlieghe et al. 2010; Garcia n.d.; Cai and Heilshorn 2014).

En comparacion con la sintesis bioldgica y la sintesis quimica, esta metodologia puede ser
mas rentable para la produccién de péptidos a gran escala ya que permite la obtencién de
moléculas mayores a cincuenta residuos, a pesar de tener inconvenientes como que el
gen recombinante limita la velocidad de reaccion y la técnica dificulta la incorporacién de
aminodacidos no naturales lo cual limita las modificaciones en la secuencia (da Costa et al.
2015; Reddy 2017; Duro-Castano, Conejos-Sanchez, and Vicent 2014).

3.1.3 Sintesis quimica

Esta estrategia de obtencion de PAMs a diferencia de las anteriores requiere menos tiempo
de produccidn, se puede incorporar un gran nimero de moléculas no naturales y otras
estructuras quimicas de forma relativamente sencilla. La investigacion en sintesis quimica
de péptidos inici6 en 1901 con la obtencion del dipéptido (glicilglicina) realizado por el
guimico Emil Fischer, el desarrollo de este estudio permitié avanzar en el disefio y sintesis
de productos que mejoraron la estrategia, como la contribucion de los investigadores
Bergmann y Zervas en 1932 con la elaboracion de grupos protectores tanto para el N-
terminal (el grupo carbobenzoxilo) como para las cadenas laterales de los amino&cidos

dando como resultado el direccionamiento de la sintesis. En 1956, Vincent Du Vigneaud
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obtuvo el premio nobel de Quimica por el disefio y sintesis en fase liquida de un péptido
funcional (oxitocina) que imitaba una biomolécula hormonal compuesta por nueve
aminodcidos naturales (Mitchell 2007). La estrategia de sintesis de péptidos revoluciond
cuando el bioquimico Bruce Merrifield, introdujo la sintesis en Fase Sdélida dejando de lado
la metodologia convencional (fase liquida), por este avance recibié el premio Nobel de
Quimica en 1984 y actualmente es la metodologia mas empleada para la obtencién de
estas biomoléculas (Paradis-Bas, Tulla-Puche, and Albericio 2016).

El desarrollo de la metodologia de sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS, solid phase
peptide synthesis) utiliza una matriz funcionalizada e insoluble llamada resina, a la cual se
une el carbono terminal del primer aminoacido del péptido, este aminoacido viene
protegido en la cadena lateral si es necesario y blogueado en el grupo amino terminal. El
proceso consiste en elongar la cadena peptidica por medio de la uniéon secuencial de
aminoacidos estratégicamente protegidos en la cadena lateral y en el grupo alfa amino
(Gémez Moreno 2016), para unir dichos aminoacidos se inicia por desbloquear el N-
terminal que se encuentra anclado a la resina y se procede a realizar el acople por medio
de la formacion de un enlace amida (enlace peptidico) entre el grupo funcional carboxilo
del aminoacido entrante y alfa amino del aminoacido previamente unido al soporte

polimérico (Guzman, Barberis, and lllanes 2007).

Teniendo en cuenta la estrategia de sintesis empleada, se realiza el proceso de
desproteccion en el cual se retira el grupo protector del alfa amino del aminoacido para
continuar con el siguiente acople, estos ciclos de acople y desproteccién son repetidos
hasta finalizar la secuencia, una vez es concluido el péptido se procede a desanclar la
molécula de la matriz sélida y a retirar los grupos protectores de las cadenas laterales y
del amino terminal considerando la estrategia de sintesis inicialmente planteada,
finalmente se procede a purificar y caracterizar el péptido sintetizado, el esquema general

de la sintesis se muestra en la Figura 3-1 (Qvit and Kornfeld 2016; Varela Quitian 2016).
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Figura 3-1: Esquema general de la sintesis de péptidos en fase sélida. Tomado de

(Guzman, Barberis, and lllanes 2007; Gomez Moreno 2016).
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la resina
La sintesis de péptidos en fase sélida es considerada la metodologia mas costosa y menos
ecoldgica con el medio ambiente comparada con las técnicas anteriores, sin embargo,
cabe resaltar que esta estrategia de sintesis aprovecha las caracteristicas de rapidez y
sistematizacién del proceso, evitando pasos intermedios de purificacion y perdida del

producto, mejorando el rendimiento en el resultado final.
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3.1.4 Sintesis enzimatica

La sintesis de péptidos catalizada por enzimas ha sido considerada como otra alternativa
para la construccién de estas moléculas, con la caracteristica particular de disminuir
reacciones colaterales como la racemizacién. Esta técnica es posible desarrollarla por dos
mecanismos principales, el primero es la inversién directa del catalizador o método
termodinamico. En el cual hay un sistema bifdsico agua solvente organico que permite
dirigir el equilibrio hacia la formacién del enlace peptidico por medio de la presencia de
proteasas que actlan como catalizadores que incrementan la velocidad de formacién del
enlace, pero no intervienen en la reaccion, en este esquema (Figura 3-2) el C-terminal
actiia como donador acilo el cual no requiere de previa activacion y reacciona directamente
con el nucledfilo N- terminal del otro aminoacido. Claramente la presencia de agua y la
variacion del pH en el cual se encuentren las especies ionizadas, alteran el rendimiento

neto de la reaccion.(Guzman, Barberis, and lllanes 2007).

Figura 3-2: Modelo termodindmico de la sintesis enzimatica de péptidos. Adaptado de
(Bastida et al. 2018).
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El segundo modelo es la amindlisis de los aminoacidos o ésteres peptidicos protegidos por
el grupo amino (N) también llamado método cinético. En este mecanismo de sintesis
enzimatica el catalizador interviene en la reaccion y actia como transferasa formado un
intermediario acil-encima el cual permite la posterior formacién del enlace amino solo si se
controla la velocidad de reaccion de lo contrario la presencia de protones conllevara la
reaccion de hidrélisis (Figura 3-3) (F. Chen, Zhang, and Wang 2010).
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Figura 3-3: Modelo cinético de la sintesis enziméatica de péptidos. Adaptado de (Xu Qin, a

Anne C. Khuong, a Zheng Yu, a Wenzhe Du and Grossa 2013).
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Estos métodos de sintesis enzimatica permiten segun las necesidades del laboratorio
acceder a moléculas con propiedades que mejoran posiblemente el efecto farmacoldgico

inicialmente planteado.

3.2 Ensayos de actividad antimicrobiana

Una vez obtenido el péptido antimicrobiano con las caracteristicas fisicoquimicas ideales
segun la necesidad de la investigacion y con posible actividad biolégica, es pertinente
corroborar por medio de ensayos biol6gicos la sensibilidad del microorganismo en
presencia del péptido, cerciorar que no tenga efectos nocivos en el hospedero y determinar
la viabilidad de las células en presencia de la molécula. Por este motivo las pruebas
iniciales requieren determinar la susceptibilidad antimicrobiana donde se plantea el control
del proceso infeccioso de la bacteria en el huésped (Ageitos et al. 2017). Para esto se

tienen en cuenta dos parametros;
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- La concentracion minima inhibitoria (CMI), es la minima concentracién de una
especie antimicrobiana capaz de impedir el crecimiento y produccion de un
microorganismo en condiciones normalizadas (Kishi et al. 2018; Greber et al. 2019).

- La concentraciéon minima bactericida (CMB), es la minima cantidad de antibiético
capaz de destruir el 99,9% de una muestra inoculada en condiciones

estandarizadas (Mojsoska, Zuckermann, and Jenssen 2015).

Por otro lado, se evalla la probabilidad de que el péptido ejerza un efecto adverso sobre
las células transportadoras del huésped, para ello se lleva a cabo un ensayo de hemdlisis.
El cual consta de la liberacion de hemoglobina en el plasma por el fenébmeno de
desequilibrio osmético debido a la destruccion de los glébulos rojos (eritrocitos) (S. K.
Zhang et al. 2016).

Finalmente se hace necesario determinar la viabilidad de las células diferentes a eritrocitos
por medio de un ensayo de citotoxicidad. El cual considera la capacidad de un compuesto
0 molécula para interaccionar con una célula (especialmente humana) y ejercer un efecto
téxico, alterarla y finalmente destruirla (Oliva et al. 2018; Shirley et al. 2018).

Asi mismo, otro indice que permite parametrizar la selectividad, actividad antibacteriana
del péptido y el efecto téxico comparado con un farmaco convencional, es:

- Caélculo del indice terapéutico (IT), es un paradmetro que representa la especificidad
de los agentes antimicrobianos a los microorganismos. Un valor alto de indice
terapéutico indica una alta selectividad al microorganismo y se determina con la
relaciéon entre la concentracién minima de hemolisis (CMH: es la concentracion mas
baja del péptido que produce 100% de hemolisis) y la CMI (es la concentracion
minima inhibitoria del péptido sobre el microorganismo) (ver ecuacion (3.1)) (Jiang

et al. 2018).

T= (3.1)
CMI

Si el valor es mayor a uno se encuentra mayor afinidad del péptido por células procariotas,
pero si es menor la preferencia disminuye y si es igual a la unidad no se presenta diferencia

en la seleccion de células.






4, Péptidos antimicrobianos promisorios para
combatir el aché

En los dltimos afios los péptidos antimicrobianos se han considerado moléculas
promisorias en la defensa del hospedero por sus funciones como agentes antibacterianos
teniendo en cuenta, la diversidad en los posibles mecanismos de accién, la relativa afinidad
segun las propiedades del péptido hacia la membrana del microorganismo, el amplio
espectro de interaccién antimicrobiana y especialmente la baja resistencia de las cepas
bacterianas ante la presencia del péptido (Ramos and Desgarennes 2007). A continuacion,
se describen algunos de los PAMs mas estudiados con actividad bactericida contra P.

acnes:

4.1 Las defensinas, son las moléculas mas ampliamente estudiadas y caracterizadas
producidas por células queratinocitas, desempefian un papel muy importante en el
sistema inmune innato especialmente en la piel y el higado, son secuencias
compuestas de 28 — 42 aminoacidos, de caracteristica catidnica y ricas en cisteinas
gue le permiten formar puentes disulfuro y estabilizarse por la conformacién que
adoptan generalmente del tipo hoja beta (Marcinkiewicz and Majewski 2016), estudios
demuestran que estas moléculas interactdan con el microorganismo por medio de
interacciones electrostaticas con la membrana lipidica del huésped generando poros
posiblemente modelo carpeta y promoviendo la muerte del microbio por desequilibrio
osmotico (L. Zhang et al. 2016a). Se encuentran principalmente dos subtipos alfa y
beta, la alfa—defensina suele localizarse en las células de paneth del intestino o en
neutrofilos granulados, su expresion suele ser constitutiva, mientras que la beta-
defensina humana (hBD) que también se subdivide en dos grupos tipo | y Il, se
expresan de forma regulada. La hBD-1 fue aislada de suero de sangre y la hBD-2 ha
sido identificada como molécula pro-inflamatoria en las lesiones de psoriasis y acné

activada por la presencia de la bacteria P. acnes, lo cual indica que la aparicion de
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estas moléculas en la unidad pilosebacea sirve para proteger y dar aviso de invasiones
microbianas (Borovaya et al. 2014). Investigaciones demuestran que el uso de
antibidticos sistémicos como la Isotretinoina® y la Doxiciclina® reducen drasticamente
la presencia de estas moléculas evitando el estadio inflamatorio de la enfermedad, sin
embargo se desconocen los efectos a largo plazo en la liberacion de las defensinas,
pues son moléculas importantes del sistema inmune innato que alertan la presencia de

un agente patégeno (Aksoy et al. 2018).

4.2 Los péptidos provenientes de la familia Catelicidina, fueron de los primeros reportados
en los mamiferos a la par que la beta defensina, la proteina se puede escindir formando
diferentes secuencias con actividad antimicrobial, en el humano se ha identificado
solamente la Catelicidina LL-37 también conocida como proteina antimicrobiana
catibnica humana (hCAP18) (Tonarelli and Simonetta 2014), es un péptido catiénico
compuesto por 37 aminoacidos con regiones anfipaticas y tendencia alfa-helicoidal, es
expresado por diferentes células como, queratinocitos, mastocitos, neutrdfilos, células
T y se ha encontrado en fluidos como la saliva y sudor humano (Zeth and Sancho-
Vaello 2017). Se ha demostrado su expresion por estimulos inflamatorios y
alteraciones en la piel donde interactia con la bacteria inicialmente por accion
electrostatica con la membranay en otras investigaciones indican que por su estructura
terciaria es capaz de insertarse en la membrana promoviendo la formacién de poros
tipo barril que concluyen en la muerte del patdgeno, asi mismo para su accionar
requiere de la presencia de la vitamina D en su forma activa (GuangShun 2014; G.
Wang et al. 2015).

La Catelicidina es una molécula con respuesta multiple ante la presencia de un
microorganismo invasor, puede actuar como bactericida, angiogénico, estimulador del
efecto sinérgico con la beta-defensina ya que actlan como quimioatractor de células
protectoras que combaten la inflamacion generada por la Propionibacterium acnes
especificamente en la enfermedad del acné (Quintero et al. 2015). Se han realizado
estudios comparando la Catelicidina humana LL-37 con la Catelicidina- BF proveniente
de serpiente, mostrando la potente actividad antimicrobial de estos péptidos contra la
P. acnes y teniendo como blanco el antibiético convencional Climdamicina®, sin
embargo, se demostrd que la Catelicidina- BF posee mayor efecto antiinflamatorio y

capacidad de supresion de la colonia P. acnes, por la produccién de radicales libres de
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oxigeno, convirtiéndose en otra fuerte alternativa para el tratamiento del acné (Y. Wang
et al. 2011; Fox et al. 2016).

4.3 La Granulisina, es un péptido proveniente de la familia saposina con cddigo genético
conservado, se encuentra en células asesinas naturales (NK, natural killer, de sus
siglas en inglés) y linfocitos T citotoxicos (CTL, cytotoxic T lymphocytes, de sus siglas
en inglés), posee 145 aminoacidos de los cuales contiene dos enlaces disulfuro que le
permiten estabilizar cinco regiones alfa-helicoidales en su estructura terciaria, tiene un
amplio espectro bactericida en el cual se incluye la bacteria Gram positiva P. aches
(Hsiao et al. 2016). Este péptido ha presentado alternativas para el tratamiento de la
enfermedad, el fragmento mas relevante contiene los residuos del 31-50 del C-terminal
de la secuencia con efectos antibacterianos y antiinflamatorios en especial cuando ese
fragmento es sintetizado con D-aminoécidos (S. J. Wang et al. 2005; Niyonsaba et al.
2017). Estudios muestran que péptidos derivados de la Granulisina ya han sido
probados en pacientes con acné y el resultado fisico es la reduccion del nimero de
pustulas encontradas en la enfermedad, gracias a que el péptido suprime la liberacion
de citoquinas mediadas por P. acnes las cuales favorecen el proceso inflamatorio,
igualmente inhibe el reconocimiento de la bacteria alterando los patrones moleculares
asociados a patégenos que se encuentran en las células blancas del hospedero (Lim
et al. 2015; Pfalzgraff, Brandenburg, and Weindl 2018). Por esta razén, la modificacion
de un segmento de la secuencia de la Granulisina y sus derivados han sido patentados
como productos promisorios contra la enfermedad del acné (Modlin and Gallo 2008)
aun asi, se sigue estudiando esta molécula porque se observé que una vez aplicado el
topico habia disminucion del estadio nodular de la enfermedad en un periodo de 2 a 4
semanas, sin embargo culminado este tiempo se presentaban leves reacciones
colaterales en la epidermis, como baja adsorciéon cutdnea limitando los resultados

esperados (Lim et al. 2015).

4.4 El péptido LZ1 fue disefiado y sintetizado por Zhang y colaboradores, teniendo en
cuenta las secuencias y estructuras tridimensionales de las familias de péptidos
antimicrobianos mas relevantes, Cecropinas, Magaininas, Defensinas y Catelicidinas
de esta investigacion se analizé que la longitud 6ptima del péptido es menor o igual a
39 residuos de aminoécidos, el peso molecular oscila en 4kDa, la secuencia debe tener

caracteristicas anfipaticas para promover mejor interaccion tanto con la membrana del



42 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS COMO POSIBLES AGENTES TERAPEUTICOS CONTRA LA
BACTERIA Propionibacterium acnes

microorganismo como con el medio en el que se encuentre. De alli que el péptido LZ1
contiene 15 aminoacidos (VKRWKKWWRKWKKV-NH2) con tendencia alfa helicoidal
y presenta propiedades anfipaticas, fue desarrollado para actuar como bactericida
inhibiendo en el crecimiento de las bacterias Propionibacterium acnes vy
Staphylococcus epidermis encontradas en el sebocito durante el estadio inflamatorio
de la enfermedad del acné, ademés presenta actividad antiinflamatoria porque impide
la secrecién de citoquinas e interleuquinas las cuales promueven el proceso de
inflamacion (Z. Zhang et al. 2013). El péptido LZ1 en su ultima investigacion fue
valorado en fase clinica y se demostrd su amplio espectro antimicrobial, baja actividad
hemolitica y citotdxica en células eucariotas, en ensayos in vivo posteriores en ratones
Kunming comparé la concentracion minima inhibitoria del péptido LZ1 con el farmaco
convencional Climdamicina®, obteniendo 0,6 (ug/ml) y 2,3 (ug/ml) respectivamente, lo
cual reafirma la fuerte actividad bactericida del péptido contra la P. acnes, finalmente
se analizé la actividad antibacterial en plasma humano y la actividad antiinflamatoria
en la oreja del ratdén contrastando el resultado con Catelicidina LL-37 y Eritromicina®,
de estos ensayos se concluyé que efectivamente el péptido no es perjudicial en
eritrocitos en los ensayos de hemdlisis, ni en queratinocitos en los ensayos de
citotoxicidad, de igual forma el péptido LZ1 disminuye el porcentaje de células
epiteliales inflamadas por causa de la P. acnes, por estas razones el péptido se
encuentra patentado y esta a la venta por su fabricante, sin embargo se deben seguir
haciendo estudios que certifiquen la baja toxicidad de la molécula en la poblaciéon en
general (Lai Wei Zhang Zhiye 2012; Z. Zhang et al. 2013).

4.5 El péptido antimicrobiano CEN1HC-Br estudiado por el grupo de Cheng et al. fue
aislado del erizo verde de mar, proviene del péptido Centrocinl un péptido
heterodimérico que se compone de dos cadenas, la primera llamada cadena pesada
por que posee 30 aminoacidos y un atomo de bromo (30 aa, CEN1HC-Br) y la segunda
es la cadena liviana por que se compone por 12 aminodcidos (12 aa, CEN1LC), estas
secuencias se encuentran unidas por un enlace disulfuro intercatenario. En el estudio
se decidi6 separar las cadenas y se observd una diferencia marcada en actividad
antibacterial entre las secuencias, mostrando que la cadena liviana no contribuia en
actividad antibacterial contra el patégeno. También se comparé la cadena bromada

con la cadena sin el halégeno, dando valores cercanos de concentracibn minima
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inhibitoria 6 y 12 mg/L respectivamente, el estudio continuo con la cadena pesada
porque la presencia del &omo de bromo influye negativamente en la cascada de
liberacion de citoquinas e interleuquinas, moléculas que promueven la inflamacion del
poro (Bjorn et al. 2012). La presencia de la cadena pesada CEN1HC-Br, atenda la
actividad de la bacteria P. acnes en el sebocito evitando que receptores de membrana
(TLR-2 de sus siglas en inglés) reconozcan la presencia del microorganismo
patogénico, impidiendo finalmente la inflamacién. Por ultimo, se comparé la efectividad
del péptido bromado contra un farmaco convencional como blanco positivo
Climdamicina® para para lisar la membrana de la bateria y la prueba de concentracion
minima inhibitoria (4mg/L y 512 mg/L, respectivamente) demostré la superioridad del
péptido en efectividad (R. Han et al. 2018).






5. Analisis de los péptidos antimicrobianos
promisorios.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de informacién de péptidos antimicrobianos contra la
enfermedad del acné y que algunos de estos han sido patentados, son pocos los que han
superado las fases clinicas de estudio, por este motivo se hace necesario disefiar nuevos
modelos peptidicos partiendo de los resultados obtenidos en estudios previos o tratar de
optimizar las secuencias anteriormente mencionadas considerando las propiedades
estructurales, de carga, de hidrofobicidad y anfipaticidad para tratar de obtener un mejor
péptido antimicrobiano que permita combatir la bacteria P. acnes y pueda reducir los
efectos adversos de la dermopatia como la inflamacién, enrojecimiento, generacion de
guistes y posterior cicatrizacion.

De las moléculas ya estudiadas, se resalta la capacidad que tienen para interferir en la
colonizacién y proliferacién de la bacteria Propionibacterium acnes, ademas de disminuir
los efectos del estadio inflamatorio causado por esta enfermedad, interviniendo en la
cascada de liberacion de células pro inflamatorias como citoquinas e interleuquinas.

Asi mimo, los péptidos que se presentan tienen caracteristicas similares como el origen
bioldgico, pues provienen de fuentes animales y humanas, asi mismo, las caracteristicas
de secuencia son similares con carga positiva mayor o igual a +3, las longitudes si varian
con un rango entre 10 a 40 residuos de aminoacidos como la Catelicidina LL-37, la
composicion hidrofébica en estas secuencias tiende a estar entre un 30% a un 60%,
afectando directamente la anfipaticidad, pues dependiendo de esta propiedad se puede
determinar el tipo de interaccion probable del péptido con la membrana del microorganismo
invasor y si es posible la internalizacién de la molécula en la bicapa lipidica (G. Wang, Li,
and Wang 2016; Lau and Dunn 2018).

La mayoria de los péptidos presentan conformacion estructural alfa-helicoidal y solo unos
pocos como la beta-defensina humana tienen tendencia hoja-beta, otro ejemplo es el
péptido antimicrobiano Indolicidina el cual no tiene una estructura terciaria definida, de este

tltimo se deriva el péptido sintético Omiganan, el cual muestra actividad antibacterial
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contra la P.acnes y se encuentra en fase clinica, los demas péptidos tienen tendencia alfa
helicoidal, Catelicidina LL-37, Granulisina, LZ1 y CEN1HC-Br. La funcién biolégica que
prevalece en este grupo de moléculas es la actividad antibacteriana, ya que la bacteria a
la cual van dirigidos es de caracteristica Gram positiva no esporulada, se intenta siempre
reforzar en el péptido sintetizado la funcion bactericida evitando actividad citotdxica y
hemolitica en el hospedero.

La asociacion de todas caracteristicas estructurales ha permitido plantear un posible
modelo de accion para cada péptido, sin embargo, es pertinente aplicar varias técnicas
analiticas como dicroismo circular, Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o cristalografia,
diferentes tipos de microscopia o de infrarrojo, pues cada técnica proporciona informacién
especifica para explicar la interaccion mas probable entre péptido-patégeno, definiendo
posibles mecanismos de accién en la superficie o en el interior de la célula que favorezcan

la muerte del patégeno (Lee, N. Hall, and Aguilar 2015; Martinez et al. 2018).

Teniendo en cuenta los péptidos presentados en esta revision se optd por seguir
estudiando la Granulisina (J. Kumar et al. 2005; Krensky 2000), ya que es una molécula
gue se encuentra en el ser humano y por sus propiedades innatas liticas debido a que
proviene de las células asesinas naturales y de los linfocitos T citotéxicos, es muy probable

gue la actividad bactericida sobre el patdgeno sea efectiva (Hsiao et al. 2016).

De las investigaciones previas sobre esta proteina de 145 aminoé&cidos, se realizdé un
estudio con el programa de analisis y prediccion de péptidos antimicrobianos de primera
generacion AntiBP Server (Lata, Sharma, and Raghava 2007), el cual determiné que la
region C-terminal compuesta por 75 aminoacidos es la mas Optima para encontrar
fragmentos con actividad antibacterial y antinflamatoria, de igual manera la secuencia
NH2-RVCRTGRSRWRDVCR-CO;H obtuvo el mayor puntaje de actividad antimicrobiana
en el programa AntiBP Server, este péptido ya fue patentado y se han realizado posteriores
investigaciones (Modlin and Gallo 2008; S. J. Wang et al. 2005).

Para cuando fue patentada la secuencia mencionada, la segunda y hasta ahora ultima
version del servidor de prediccion de péptidos antibacterianos salié al mercado “AntiBP2”
(Lata, Mishra, and Raghava 2010) al analizar de nuevo y detenidamente la secuencia de
la Granulisina con este programa se encontr6 que los resultados no coincidian con el

fragmento anteriormente reportado el cual tiene ahora un valor de prediccion muy bajo
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(0.025), por el contrario se encuentra una nueva regidbn en la secuencia
con un puntaje de 0.73 que no ha sido investigado hasta el
momento (Figura 5-1).

Figura 5-1: Analisis de la secuencia en el servidor

Secuencia de Granulisina (145aa): rojo: Secuencia patentada; verde: Secuencia propuesta
MATWALLLLAAMLLGNPGLVFSRLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQGDLITKTQELGRDYRTCLTIVOKL! ATRVCRTGRSRWRDVCRNFMRRYQSRVTQGLVAGETAQQICEDLRLCIPSTGPL
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Si el nuevo programa es mas efectivo en su prediccién que el anterior algo que hay que
explorar y teniendo en cuenta que con el anterior se han logrado resultados promisorios
de actividad antibacterial, como aporte de este trabajo se disefia un nuevo péptido con
base en esta nueva secuencia y se plantean las fases importantes que podria contemplar
un proyecto de investigacion.

- Disefio del péptido
A partr de la proteina Granulisihna (GNLY), con PDB ID: 1L9L
(https://www.uniprot.org/uniprot/P22749) se utilizé el servidor para prediccion de péptidos
antimicrobianos AntiBP2 (http://crdd.osdd.net/raghava/antibp2/index.html) y se seleccion6
la secuencia molde de 15 amino&cidos ( ) con el mayor puntaje de
actividad antibacteriana (0.739) con una carga de +3 a pH fisiologico. Se utilizo la
secuencia nativa para generar un péptido analogo teniendo en cuenta los aminoacidos que
se encuentran con mayor frecuencia en péptidos antimicrobianos en el N-terminal y C-

terminal segun el programa de prediccion (Lata, Mishra, and Raghava 2010),
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(GKMVLKPKQRSKLNA) ademas de seguir los parametros de longitud, carga,
hidrofobicidad y estructura, adicionalmente se plantea con este péptido probar su actividad
biol6gica contra la bacteria.

Después de evaluar varios cambios en la secuencia y de analizarlos con el programa se
logré disefiar un péptido promisorio para investigar su actividad. El péptido anélogo
generado (GKMVLKPKQRSKLNA) tiene cambios de K1G, D5L, T8K, V12K y S13L, carga
de +5, tendencia alfa helicoidal pues la presencia de las leucinas favorece la formacion de
dicha estructura y un valor de actividad antibacterial de 1.3 con el programa de prediccién
AntiBP2 (ver Anexo 2).

- Sintesis del péptido
En el grupo de investigacion de Compuestos Antimicrobianos, una vez disefiada la
secuencia, se procederia a la sintesis del péptido mediante la metodologia en fase sélida
con la quimica Fmoc/tBu (9-Fluorenilmetiloxicarbonil/ter-butilo), siguiendo el protocolo que
se describe a continuacion, el cual se realizara a presion y temperatura ambiente (Chingaté
et al. 2015).
La sintesis se realiza en direcciébn C a N-terminal; Inicialmente se procede a hinchar la
resina Rink Amida-Fmoc (0.5 meq g') con DCM (diclorometano) durante 20 min, para
remover el grupo protector Fmoc se utiliza una solucion de piperidina al 20% en DMF
(dimetilformamida) (2x107), luego se procede lavar con DMF(3X2"), IPA (isopropanol)
(1X2"), DMF (2X1") y DCM (2X1") para retirar remanentes del reactivo y dejar la resina en
condiciones de acople si es requerido. Es necesario monitorear la remocién del grupo
protector Fmoc mediante el test de Kaiser, si la resina y la solucién adquieren coloracion
azul o verdosa indica un ensayo positivo para aminas libres y se puede proceder a realizar
el acople, de lo contrario (solucibn amarilla) el ensayo es negativo y se repite el
procedimiento de desproteccion.
Para acoplar el aminoacido, se utilizan 5 equivalentes del residuo (con respecto a la carga
de la resina), 5 equivalentes del agente de acople HBTU (Hexafluorophosphate
Benzotriazole Tetramethyl Uronium) y 10 equivalentes de DIPEA (N,N-
Diisopropiletilamina), disolver en DMF (3mL/100mg de resina), mezclar con la resina por 1
hora en agitacion constante.
Luego de drenar la solucion y lavar la resina con DMF (3X1") y DCM (2X1") para verificar
gue la acilacion haya sido efectiva, se realiza un ensayo de ninhidrina (test de Kaiser)

(Anexo 1) si el resultado es negativo se procede a desproteger el grupo Fmoc del N-
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terminal como se describe anteriormente, en caso contrario se repite el ciclo de acople
variando el activador del aminoacido hasta obtener la incorporacion total de este residuo.
Se realizan ciclos sucesivos de acople y desproteccion de acuerdo al numero de
aminodcidos que contenga el péptido.

Una vez se sintetiza el péptido, se procede a retirar los grupos protectores de las cadenas
laterales de los amino&cidos y a desanclar el péptido del soporte sélido con una solucién
gue contiene TFA/TIS/EDT/H.0O (&cido trifluoroacético/ triisopropilsilanol/etanoditiol/agua)
en proporciones 94:2.5:1:2.5 respectivamente (2 ml de solucién de clivaje por cada 50 mg
de resina) y se deja reaccionar por 3 horas. Para precipitar el péptido se adiciona éter
etilico frio a la solucién y se deja secar a temperatura ambiente. Finalmente, el péptido se
analiza por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa, espectrometria de
masas Yy dicroismo circular.

Posterior a la sintesis se haria la evaluacion del péptido en ensayos de actividad
antimicrobiana, llevando a cabo el siguiente protocolo:

- Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Este ensayo se realiza en una microplaca de 96 posos, se mezclan 100 uL de diluciones
en serie del péptido (50 mg/mL) con 100 pL de una dilucién 1:100 de las células M.
smegmatis mc 2 155 en fase logaritmica OD 600: 0,4-0,5. Para el pozo de control positivo
se utiliza 1,0pL de kanamicina y el control negativo con medio de cultivo y suspensién
bacteriana. La placa se incuba a 37°C por 4 dias, luego se agregan 30uL del indicador
(resazurina 5mg/mL) se incuba por 24h. Con el indicador resazurina, si hay cambio de
color del caldo de amarillo a purpura, se indica crecimiento bacteriano y la CIM se define

como la concentracion de péptidos mas baja evitando este cambio de color.

- Ensayo de Hemolisis
Este procedimiento requiere una muestra de glébulos rojos humanos (< 3 mL) suspendidos
en una solucién salina al 0.9%, se procede a mezclar con 0.1 mL de diluciones de péptidos
en serie (max 4,0 mg/mL; min 0.015mg/mL) en placas de 96 pozos con fondo en V. Se
requiere incubar por 2h a 37°C con 5% de CO2, y luego a centrifugar las placas a 3500rpm,
los sobrenadantes se recogen para determinan la concentracion de hemoglobina en un

espectrofotémetro digital a OD540.
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- Ensayo de citotoxicidad

Se debe sembrar en cajas de 96 pozos, 0.1 mL de células en suspensién (concentracion
de 1x10° células/mL en medio RPMI 1640 suplementado con suero de ternera fetal al 5%,
e incubadas a 37°C/24h/Pam CO; al 5%) con 0.1 mL de diluciones seriadas del péptido
(max 2,5 mg/mL; min 0.019mg/mL). La incubacién de las células continu6 por 72h, luego
se evalua la viabilidad celular por el método de Alamar Blue; se adiciona resazurina (Sigma
Aldrich, USA) a una concentracion de 44mM y después de 4h adicionales de incubacion,
se leen las unidades arbitrarias de fluorescencia (UFA) utilizando un espectrofluorémetro
(Genios Tecan Plate Reader) y el Software Magellan®). Se utiliza kenamicina con las
células como control negativo. Los datos se procesan en Microsoft Excel para estimar los
porcentajes de viabilidad celular, usando la formula: % de viabilidad a concentracion X =
(UFA a concentraciéon X x 100) / (UFA de células en condiciones normales de cultivo).



6. Conclusiones y recomendaciones
6.1 Conclusiones

El énfasis del estudio de los PAMs de los ultimos afios se debe a los efectos bioldgicos
gue presentan, pueden ser empleados por separado como antimicrobianos o en
combinacién con antibiéticos debido a su efecto sinérgico. Sin embargo, las
investigaciones in vivo no han demostrado una buena actividad antimicrobiana, por lo que
se siguen buscando diversas alternativas para optimizar su accién con el objetivo de
emplearlos como agentes terapéuticos alternos a los antibiéticos y posiblemente sin los

efectos adversos en los pacientes y sin desarrollar resistencia bacteriana.

En este estudio, se elabor6 una revision bibliografica donde se recopil6 informacién
relevante del problema del acné causado por la bacteria Propionibacterium acnes, donde
inicialmente se revisaron aspectos generales de la enfermedad, la fisiopatologia y los
tratamientos convencionales utilizados para combatirla, estos tratamientos de control
mostraron algunos problemas de resistencia de la bacteria y efectos secundarios en el
individuo afectado. Por este motivo se presentaron los péptidos antimicrobianos como una
opcioén terapéutica y novedosa para tratar esta enfermedad, por medio de una revisién
amplia del tema, teniendo en cuenta propiedades, caracteristicas, metodologias de
interaccion con el microorganismo y técnicas de obtencion de estas moléculas peptidicas,
finalmente se muestra el panorama de uso de algunas de estas moléculas en el tratamiento
de la enfermedad del acné, mostrando la variedad del origen biolégico de estos PAMs pero
la similitud en propiedades fisicoquimicas, las cuales permiten centrar y orientar la
busqueda de un péptido antimicrobiano “ideal”.

De igual forma se identificaron los candidatos peptidicos mas relevantes que han mostrado
actividad antibacterial e inclusive anti-inflamatoria, contra la P. acnes y se han propuesto

como tratamiento a la enfermedad del acné, sin embargo, siguen en estudio como es el
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caso de la Granulisina, hay otros como el péptido LZ1 que ya se encuentran en el mercado
oriental, pero con exclusiva prescripcion médica.

Por ultimo, se plante6 el disefio de un péptido derivado de un fragmento de la Granulisina
gue no ha sido estudiado, a esta secuencia se le realizaron modificaciones siguiendo las
recomendaciones esbozadas en esta revision para mejorar teéricamente su actividad
antibacteriana y asi dejar planteado el inicio de una investigacion para futuros estudios con
los péptidos mas promisorios encontrados como candidatos terapéuticos contra la bacteria

Propionibacterium acnes.

6.2 Recomendaciones

Con los dos péptidos antimicrobianos disefiados derivados de la Granulisina, se plantea
desarrollar un proyecto de investigacién que dé cuenta del desarrollo sintético teniendo en
cuenta la metodologia de sintesis en fase solida que maneja el grupo de investigacion de
Compuestos Antimicrobianos y de la actividad biolégica de estas moléculas contra la
bacteria siguiendo las metodologias revisadas como la concentracion minima inhibitoria,
ensayos de hemdlisis y citotoxicidad. Si estas moléculas peptidicas son adecuadas, se
buscaran alianzas posteriores de acuerdo con los resultados previos hasta la obtencion de

un producto farmacéutico que incluya el péptido disefiado.
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Anexo 1. Solucién de Ninhidrina

Solucion de Ninhidrina (Test de Kaiser)
1. Preparar las siguientes soluciones:

1.1 Solucidn 1: Disolver 40 g de fenol p.a. en 10 mL de etanol absoluto y guardar

en un frasco ambar y en un ambiente fresco).
1.2 Stock de KCN: Disolver 65 mg de KCN en 100 mL de agua.

1.3 Solucién 2: Luego tomar 1 mL de esta solucién y completar hasta 50 mL con
piridina (recién destilada sobre ninhidrina).

1.4 Solucién A: Mezclar las soluciones 1y 2 en proporcion de volimenes de 1:10
y agitar. Almacenar en la oscuridad.

1.3 Solucidn B: Disolver 1.25 g de ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto.
2. Colocar una pequefia cantidad de la resina-péptido a ensayar en el respectivo tubo
de ensayo.
3. Adicionar 3 gotas de Ay 1 gota de By agitar
4. Realizar un blanco de reactivos.
5. Calentar los tubos de ensayo en un bloque de calentamiento por 3 minutos a 100°C.
6. Resultados:

a. Resina-péptido y solucién azul a verdosa: ensayo positivo.

b. Resina-péptido incolora: ensayo negativo.
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Anexo 2. Representacion estructural del péptido nativo y
el péptido analogo propuesto.

La representacibn helicoidal se realizd «con el programa HelicalWheel
(http://Ibgp.unb.br/NetWheels/), el color gris indica aminoacidos apolares y el color amarillo

aminoacidos polares. Y el disefio de prediccion estructural se obtuvo con el programa I-
TASSER (C. Zhang, Freddolino, and Zhang 2017)

Secuencia nativa:

s \ Q
¥</ |
: fo Prediccion tridimensional — I-TASSER
Hidrofobicidad: -0.046 H C-Score: -1.00

Secuencia analoga: GKMVLKPKQRSKLNA

s Q ¥
1 l 9
K
P L
. 2 N [GLY]1:A CA #2

14 6

. e Prediccion tridimensional — I-TASSER
Hidrofobicidad: 0.070 H C-Score: -0.93
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