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Resumen

El uso indebido de los antibidticos ha ocasionado que las bacterias
infecciosas desarrollen resistencia a estos, dificultando el tratamiento de diversas
enfermedades infecciosas. Se han investigado diferentes estrategias para
combatirlas y unas de ellas es el uso de péptidos antimicrobianos, de origen
natural o sintético, que inhiben el crecimiento bacteriano. Se han creado diferentes
péptidos antimicrobianos sintéticos para aumentar la estabilidad y efecto
antibiotico de origen natural. Uno de estos es el péptido FAL, derivado de los
péptidos antimicrobianos: hadrurina y vejovina, provenientes de los alacranes
Hadrurus gertschi y Vaejovis mexicanus, respectivamente. FAL tiene una longitud
y un indice de hemdlisis menor al de hadrurina y vejovina, pero conserva su

actividad antimicrobiana.

Sin embargo, los péptidos antimicrobianos son poco estables en fluidos
bioldgicos, lo que perjudica su uso como tratamiento farmacolégico. En este
trabajo se realizaron pruebas in vitro e in vivo para demostrar la estabilidad del
péptido FA1 en plasma y orina. Como resultado, se demostr6 por HPLC que el
péptido es estable en orina de ratdn por 24 horas, pero pierde su actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
Ademas, se hicieron ensayos de biodistribucion en ratones CD1, en los que se
observé que el péptido puede sobrevivir por 4 horas antes de ser excretado.
También se observé que FA1 se concentra en higado y rifiones, principalmente.

En conclusion, se pudo determinar que FAL pierde su funcién antibidtica,
pero mantiene su estabilidad en orina de raton CD1. A la vez, se determiné que el
péptido tiene un tiempo corto de retencion en el cuerpo del raton CD1 y alcanza
una mayor concentracion en higado y rifiones. Con esto se demuestra la
importancia del estudio de la estabilidad y biodistribucion de los péptidos
antimicrobianos para su uso como tratamiento farmacéutico. Ademas de proponer
diferentes medidas para mejorar la estabilidad del péptido para un efecto mayor

prolongacion.



Introduccidn

La resistencia a los antibiéticos se ha convertido en un importante problema
de salud debido a que conlleva un aumento en la dosis de medicamento
recomendable para eliminar de las infecciones y provoca que las bacterias tengan
una mayor resistencia a los antibioticos de uso comun (Castafieda et al., 2009). Se
han investigado medidas alternas para el tratamiento de dichas infecciones, una
de estas es el uso de péptidos antimicrobianos (PAM) (Roncevi¢ et al., 2019).

Los PAM son péptidos de origen natural o sintético con propiedades
antibiéticas. Estos se han conservado a lo largo de la evolucion de diversos
organismos multicelulares como parte de su respuesta inmune innata para inhibir
el crecimiento de las bacterias (Gonzalez et al., 2017). Se componen de
aproximadamente 50 aminoacidos en los que se pueden encontrar de 2 a 9
residuos de lisina, poseen extremos de carga generalmente catibnica y son
anfipéticos, lo cual favorece su interaccion con la bicapa lipidica de la membrana
citoplasmatica del patdogeno (Michael et al., 2016; Greco et al., 2020). Se producen
en diferentes tejidos y se pueden clasificar en cuatro principales clases: péptidos
a-helicoidales; laminas-B estabilizadas por dos o tres puentes disulfuro; hélices
extendidas con predominio de uno o mas aminoécidos y formacion de estructuras

repetitivas (Sanchez et al., 2013).

Los péptidos antimicrobianos tienen diferentes mecanismos de accidon
intracelular y extracelular para degradar a las bacterias. Uno de estos son los
modelos de permeabilizacion membranal, como el modelo de barril, en el que el
péptido interactia con la membrana de los patdégenos y crea un tapén conformado
por péptidos helicoidales, la parte hidrofébica del péptido interactia con la
membrana y la parte hidrofébica del péptido forma la parte interior del poro;
asimismo, el modelo del poro toroidal se compone de alfa hélices que interactian
con la membrana del patégeno e inducen a la monocapa de lipidos a plegarse
sobre si misma de forma continua, lo que favorece la formacion del poro por las

interacciones hidrofébicas (Castafieda et al., 2009; Roncevi¢ et al.,, 2020).
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Finalmente, el modelo anular ocurre cuando la unién con la membrana alcanza
una concentracion limite que hace que los péptidos se doblen, formando un canal
delimitado por la cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos, creando

asi un canal mixto entre los lipidos de la membrana (Téllez et al., 2010).

Actualmente, se sabe que su mecanismo de accion también se extiende al
citoplasma bacteriano, en donde pueden cambiar la morfologia del septo de la
membrana plasmatica, inhibir la sintesis de la pared celular y de &cidos nucleicos,
proteinas y algunas actividades enzimaticas. De modo que se ha demostrado que
los PAM tienen amplia actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas
(Mwangi et al.,, 2019). Los péptidos antimicrobianos que actian de manera
intramembranal suelen ser ricos en triptéfano, ingresan por translocacion directa
sin causar la lisis celular (Chan et al., 2006). Por otro lado, los péptidos ricos en
prolina ingresan a través de proteinas de transporte de membrana sin provocar
lisis en ella. Estos tienen diferentes funciones para degradar a las bacterias, como
la inhibicién del metabolismo de &cidos nucleicos, del plegamiento de proteinas, o
de las proteasas bacterianas, la division celular y la biosintesis de la pared celular
(Roncevic et al., 2019).

Ademas de las funciones mencionadas, se ha demostrado que cuentan con
la capacidad de suprimir la via de sefializaciébn dependiente de receptores TLR
(toll-like receptors), la produccién de citocinas proinflamatorias como el TNF-a
(factor de necrosis tumoral) y el choque séptico en algunos modelos animales.
También se ha visto que algunos PAM no tienen efecto antimicrobiano, pero
exhiben mecanismos inmunomoduladores sobre el proceso de cicatrizacion al
inducir la expresion de interleucinas como la IL-8, estimular la proliferacién de
gueratinocitos y aumentar la infiltracion leucocitaria (Cardoso et al., 2021, Téllez et
al., 2010).

No obstante, las bacterias a lo largo de millones de afios se han encontrado
en entornos hostiles, en los cuales han desarrollado diferentes estrategias para su

proteccion contra los antibiéticos. Tales como la sintesis de enzimas inhibidoras, el



blogueo de la penetracion intracelular del farmaco o la degradacién del farmaco

mediante la activacién de bombas de salida (Oromi et al., 2020).

Al igual que con los antibi6ticos, las bacterias son capaces de desarrollar a
largo plazo resistencia especifica hacia el mecanismo de accion de los péptidos
antimicrobianos. Se han descubierto diferentes mecanismos de adaptaciéon como
la remodelacion de la pared bacteriana, la cual se puede lograr disminuyendo la
carga neta, la eliminacion de fosfato de LPS o D-alanilacion de &cidos teicoicos
(Pérez et al., 1998). Otra estrategia es la sintesis de la capsula de polisacarido
celular o la produccion de exopolisacarido de biopelicula, la liberacion de DNA
extracelular dentro de la biopelicula, la disminucion de la expresion de proteinas y
la liberacidén de proteasas bacterianas (Li et al., 2020). Dicho esto, es necesario
saber la estabilidad de los péptidos antimicrobianos en los fluidos bioldgicos con el
objetivo de utilizar nuevos péptidos antimicrobianos que ayuden a la defensa del

huésped.
Estabilidad de los péptidos antimicrobianos

Unos de los principales problemas para considerar como farmacos a los
péptidos antimicrobianos es su inestabilidad en condiciones fisiolégicas de pH y
fuerza idnica, ademas de que son sensibles a la accion de proteasas, lo que limita
su aplicacion terapéutica, (Malik et al., 2016). Esto es un factor importante para
considerar durante un proceso infeccioso, debido a que en el organismo se
encuentran diferentes sustancias proteoliticas liberadas por el sistema inmune
durante la infeccion (Rodriguez et al., 2021). La degradacion también ocurre en el
sistema gastrointestinal, el higado, y en células inmunitarias, ya que se encuentran
enzimas como la elastasa en diferentes células humanas como los leucocitos
polimorfonucleares, neutrofilos, células de musculo liso, fibroblastos, plaquetas y
células endoteliales. Ademas, el plasma contiene proteinas como albumina,
globulina y fibrindgeno, debido a sus propiedades de unién al ligando, sirven como

transportadores circulantes de compuestos enddgenos y exodgenos, por lo tanto



pueden dificultar la vida media de los péptidos antimicrobianos en el organismo
(Olsen et al., 2004, Yi et al., 2007).

A su vez, la baja estabilidad de los péptidos antimicrobianos ocasiona
dificultades en su administracion. Por ejemplo, por via oral, la degradacion
enzimatica y la mala absorcion en la mucosa intestinal hacen que esta via de
administracion no sea la mas optima. A su vez, la via intravenosa limita la vida
media corta de los péptidos antimicrobianos debido a la degradacion por enzima
proteoliticas en el plasma y su eliminacion de la circulacion por el higado y
rinfones. En cambio, la via de administracion tépica es la mas comun para el uso
de péptidos antimicrobianos, sin embargo, incluso en esta son propensos a

degradarse por enzimas proteoliticas tisulares (Mahlapuuet et al., 2016).

Se han propuesto diferentes estrategias para mejorar la estabilidad de los
péptidos contra la degradacion proteolitica, como la modificacién quimica de sus
extremos terminales, la alteracién de sus estructuras secundarias, el desarrollo de
péptidos analogos con algunas sustituciones no naturales, la modificacion de sus
propiedades hidréfobas, la carga neta y la longitud del péptido (Ortiz et al., 2019).
Uno de los éxitos en el método de la modificacion de un péptido antimicrobiano
para tener mayor estabilidad es el reemplazo de L- aminoacidos por D-
aminoécidos; por ejemplo, en el péptido antimicrobiano ranalexina, se incrementé
la retencién in vivo, ademas de que se mantuvo constante su actividad
antimicrobiana tras el cambio de la configuracion de los aminoacidos (Domhan et
al., 2019). De igual forma, el redisefio de Arenicina-1, que es un péptido
antimicrobiano aislado de Polychaeta arenicola marina en el cual se cicld la
cadena principal de la molécula, dio como resultado un aumento en la actividad
antimicrobiana, pero no caus6 una disminucion en la citotoxicidad (Orlov, et al.,
2019). El uso de dichas modificaciones debe ser monitoreado en modelos in vitro
e in vivo para detectar cambios en las funciones de los péptidos antimicrobianos

gue puedan perjudicar al organismo.
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Uso de modelos in vitro para el estudio de los péptidos antimicrobianos

Los modelos in vitro han ayudado al desarrollo de las ciencias médicas por
ser un sistema efectivo para la evaluacion de farmacos (toxicidad y fisicoquimica)
la proliferacion celular y los efectos antioxidantes de muchos compuestos. De este
modo, existen diferentes tipos de cultivos celulares usados para el estudio de los
antimicrobianos; por ejemplo, el cultivo en monocapa es la propagacion de las
células que permite la formacion de una capa que cubrira la superficie, ya que, las
células que se desarrollan de esta manera son estables genéticamente y tiene una
naturaleza diploide normal (Spicer et al.,, 2018). En cambio, el cultivo en
suspension se adhiere eficientemente a la placa, pero tiene la propiedad de
mantener a las células en fase estacionaria cuando llegan a confluencia o cuando
son fenotipos terminales. Este tipo de cultivo permite una reducida manipulacién
cuando se trata de producir cultivos a mayor escala de operacion. Finalmente, en
el cultivo en suspension de células adheridas a microcargadores es necesario la
combinacion de moléculas cargadas positivamente y un factor de adherencia
celular, los cuales deben estar enlazados a la superficie de un soporte para su
cultivo en un biorreactor, lo que permite mejorar la adhesion celular y estabilizar el
crecimiento de las células (Acevedo et al., 2013). De estos, el cultivo en monocapa
y en suspension son los ideales para el estudio de los péptidos antimicrobianos,
debido a que se puede observar como se degrada o se inhibe el crecimiento de
las bacterias. A su vez, usando modelos in vitro, se puede conocer la
concentracion del péptido antimicrobiano necesaria para tener su efecto
antibiético.

Dichos modelos, son simulaciones que intentan recrear condiciones
naturales, las cuales se pueden modificar para adecuarse al experimento y tienen
como funcién el monitoreo de los fenédmenos involucrados en los experimentos en
poblaciones exactas en las que se puede hacer un control o modificacion del
ambiente para determinar las mejores condiciones para el uso de los péptidos

antimicrobianos. Esto ayuda a determinar la estabilidad de los péptidos
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antimicrobianos en condiciones fisiolégicas de pH y proteasas (Lorena et al.,
2013., Mendez et al., 2018).

Es asi como se han usado modelos in vitro para demostrar la actividad
bactericida y bacteriostatica de diversos péptidos, como el Epi-1 en bacterias
Gram (-) y Gram (+) el cual interactia con la membrana bacteriana (Ying et al.,
2020). También, se uso el péptido antimicrobiano LyeTx | del veneno de la arafia
Lycosa erythrognatha del cual se derivaron tres nuevos péptidos LyeTx | mn;
LyeTx | mnAK; LyeTx | mnAKAc, mismos que se evaluaron en modelos in vivo e in
vitro para el estudio de su toxicidad y actividad biolégica para ser propuestos como
agentes antimicrobianos. Dando como resultado que el péptido LyeTx | mnAK fue
capaz de reducir la infeccion de la bacteria Staphylococcus aureus en un modelo
de ratdn, es decir, es el mejor candidato como agente antimicrobiano, debido a su
secuencia de aminoacidos mas corta, menor toxicidad y mayor actividad biologica
(Rodriguez et al.,2021).De este modo, los modelos in vitro son necesarios para el
estudio de la estabilidad de los péptidos antimicrobianos, permitiendo también
observar su citotoxicidad y funciones antibidticas. A su vez, se puede modificar el
ambiente para generar estrés al péptido, como el aumento en pH y las
concentraciones de enzimas proteoliticas, con el objetivo de conocer su
resistencia a dichos medios. Sin embargo, se necesita usar modelos in vivo para
saber el comportamiento de los péptidos antimicrobianos en un ambiente donde

hay variaciones de compuestos biolégicos.
Uso de modelos in vivo para el estudio de los péptidos antimicrobianos

Los modelos animales han sido utilizados desde hace muchos afios en
distintas areas de investigacion, ya que son necesarios para proyectos de pruebas
diagndsticas, terapéuticas y el control de productos farmacolégicos (Suckow et al.,
2017). La ventaja de los experimentos in vivo, a comparacién de los modelos in
vitro, es la evaluacion de enfermedades infecciosas y la produccion de farmacos o
terapias para dichas infecciones. A su vez pueden dar mas informacion dentro del

organismo, pues las propiedades fisicoquimicas son diferentes a los modelos in
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vitro (Maldonado et al., 2016). En los modelos in vitro s6lo se observan los efectos
del farmaco contenido en las formulaciones, mientras que los modelos in vivo se
observan los efectos de la formulacion como tal, ya que el vehiculo farmacéutico
contribuye a la liberacion-solubilizacién del farmaco y por consiguiente su accién
biolégica (Escobedo et al., 2015). De este modo, los experimentos en modelos in
vivo pueden proporcionar la informacién necesaria para el disefio de pruebas
farmacoldégicas en humanos debido a que los modelos que se utilizan son
moldeables y se pueden simular condiciones humanas en ellos (Rodriguez et al.,
2007). Pese a esto, se debe de considerar que el modelo animal puede diferir
fisiol6gicamente del humano, asi como los procesos moleculares involucrados en

la inmunidad innata y adaptativa (Mestas et al., 2004).

El uso de modelos in vivo para la investigacibn de los péptidos
antimicrobianos es esencial para el desarrollo de tratamientos contra infecciones
microbianas, pero no se han obtenidos resultados satisfactorios, ya que, los
péptidos antimicrobianos tienen una baja estabilidad metabdlica y alta sensibilidad
a las proteasas. Sin embargo, se puede usar el modelo in vivo para observar la
biodistribucién y la concentracién de los péptidos antimicrobianos en los 6rganos

del modelo (Gonzalez et al., 2017).
Tipos de administracion in vivo

Existen diversas vias de administracion de sustancias en los modelos in
vivo, las principales son: topica, oral e intravenosa (Jennifer et al., 2020). Cada
una tiene diferentes ventajas y desventajas que las diferencian en su efectividad.
Esto es esencial para conocer la via de administracion 6ptima para los péptidos

antimicrobianos.

La administracion topica es aquella que se aplica en la piel y las mucosas
para efectos locales, permite una accién directa en la zona infectada y es
economica, pero su efecto ocurre solo en zonas poco profundas de la piel y hay
posibilidad de efectos téxicos (Torres et al., 2010). Sin embargo, para los péptidos

antimicrobianos esta es la via mas comun de administracion, pero con la
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desventaja de que les afectan las enzimas proteoliticas tisulares (Mahlapuu et al.,
2016).

Por otro lado, en la via oral se administra un farmaco por ingestién. Esta
resulta comoda y segura, por lo tanto, no altera ninguna proteccion del cuerpo
como la piel en la via parental, sin embargo, es comun la inhibicién de farmacos
por los jugos gastricos, ademas de un efecto tardio del medicamento (Castro et
al., 2005). No obstante, es la peor via de administracion para los péptidos
antimicrobianos, debido a las enzimas y la mala absorcion en la mucosa

gastrointestinal.

Finalmente, en la via intravenosa se administra el farmaco en solucién de
forma directa en el torrente sanguineo. Permite alcanzar la concentracion deseada
del farmaco al llegar al sitio blanco sin un proceso de absorcién; sin embargo, se
pueden contraer infecciones si no se tienen las medidas necesarias para la
administracion del farmaco (Torres et al., 2010). Esta es la via mas 6ptima para
administrar antimicrobianos, pero con la desventaja de la disminucion de la tasa

de vida corta debido a las enzimas del sistema circulatorio (Climb et al., 2000).
Biodistribucion de péptidos antimicrobianos

La biodistribucion es el monitoreo de la absorcién de un farmaco dentro de
un organismo a través de los diferentes 6rganos y tejidos que lo conforman. Su
distribuciéon en los érganos depende de la concentracion que alcanza en cada
tejido. En donde la distribucién y concentracién depende del tamafio del 6rgano,
su circulacién sanguinea, solubilidad y fijacibn de macromoléculas sanguineas.
Los farmacos pueden viajar de forma libre o unidos a proteinas plasmaticas, la
mas comun es la albumina, aunque también puede unirse a otras proteinas como
la a-glucoproteina o la transcortina. Por ejemplo, el péptido digoxina tiene una
gran afinidad por las proteinas tisulares y se acumula en el musculo esquelético,
por lo tanto, solo llega una pequefia concentracion del péptido llega al corazon, la
cual hace su funcién farmacéutica. De este modo, la afinidad por los tejidos

determina el fenbmeno de acumulacion y permite explicar el parametro de
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volumen aparente de distribucién (Hill.et al., 2013). Es asi como el intestino, que
es uno de los 6rganos mas grandes, puede absorber una mayor concentracion de
farmaco, al igual que los pulmones. De igual forma, la sangre es un transportador
que puede usar el farmaco para ingresar a diferentes érganos, tales como: el

corazon, los pulmones, el cerebro y el higado (Maya et al., 2007).

Una de las técnicas para el monitoreo de la distribucién es el marcaje con
fluorescencia, que es un fenémeno por el cual una molécula denominada
fluorocromo o fluoréforo emite luz durante unos nanosegundos después de haber
absorbido cierta longitud de onda. Hay diferentes sondas comerciales tales como:
enzimas, Isotopo radiactivos y fluorocromos que permiten el estudio de la
distribucién celular de proteinas, lipidos o &cidos nucleicos (Samaniego et al.,
2012).

Las imagenes de fluorescencia tienen varias aplicaciones en muestras
pequefias, donde se puede obtener la imagen directa, ademas de hacer un mapeo
en la posicion y orientacion de los péptidos en los sistemas de bicapa lipidica
(Spicer et al., 2018). Por lo tal, permiten investigar las interacciones de los
péptidos con las células vivas, analizar su mecanismo de internalizacion a través

de las membranas lipidicas y determinar su localizacién (Gizem et al., 2018).

Se han utilizado péptidos antimicrobianos marcados con fluorescencia para
su deteccion en Escherichia coli, 0157:H7, ya que, se pueden unir naturalmente al
componente lipopolisacarido de las paredes celulares bacterianas como parte de
su modo de accién. Para esto se usaron cecropina P1, SMAP29 y PGQ marcados
con Cy5. En donde se observé que la cecropina P1 mejoro la deteccion de E. coli.
0157:H7 (Arcidiaconoa et al., 2008). También, se han utilizado los péptidos
antimicrobianos en el estudio de la biodistribucién en donde se comparoé el péptido
SET-M33L con el péptido SET-M33L-PEG a nivel in vivo y ex vivo dando como
resultado que tienen perfiles similares de concentracion en los pulmones y no
tienen acumulacion significativa en el cerebro y los testiculos. SET-M33L-PEG

muestra una mayor acumulacion en el intestino delgado después de 1 a 2 horas
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de ser administrado. (Brunetti et al., 2016). De este modo, el uso de la
fluorescencia es esencial para el estudio de la distribucion de péptidos para
determinar la concentracion en los érganos, el tiempo en que se concentra el

péptido en los 6rganos y su tiempo de excrecion.
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Antecedentes
Péptidos antimicrobianos derivados de veneno de alacran

El uso del veneno de alacran para diferentes investigaciones es porque es
una fuente rica de moléculas bioactivas, principalmente de bloqueadores de
canales ionicos y péptidos, capaces de formar poros en las membranas de
algunos microorganismos. La mayoria de estos péptidos carecen de cisteina y son
de naturaleza a-helicoidal, mientras que otros contienen cisteinas y puentes
disulfuro (Rivera et al., 2010)

Se ha demostrado que el veneno de alacran también tiene abundancia de
PAMs y se ha sugerido que estos tienen como funcion la proteccién de la glandula
del veneno de infecciones y facilitar la accion de otras neurotoxinas (Harrison et
al., 2014). Los péptidos antimicrobianos de alacranes se pueden caracterizar
como péptidos anfipaticos cargados positivamente y se clasifican en tres
categorias estructurales: péptidos que contienen cisteinas con puentes disulfuro;
péptidos con una hélice a anfipatica que carecen de residuos de cisteina y
péptidos ricos de aminoacidos como prolina y glicina (Luo et al.,2021).

El primer péptido antimicrobiano extraido del veneno de alacran fue la
defensina de la hemolinfa de Leiurus quienquestriatus heabraeus. (Harrison et al.,
2014) Posteriormente, los péptidos IsCT1 y 2 se obtuvieron de Opisthacanthus
madagascariensis estos dos péptidos tienen una longitud de 13 aminoacidos con
un C-terminal aminado y forman una estructura de hélice a con propiedades
anfipéticas, tienen actividad antimicrobiana, pero también alta actividad hemolitica
(Salud et al., 2017). Recientemente, se descubrié la hadrurina que fue aislada del
alacrdn Hadrurus gertschi, el cual habita, principalmente, en el estado de
Guerrero, su veneno no es peligroso para el ser humano y se ha usado para el
aislamiento de péptidos antimicrobianos. La hadrurina es un péptido de 41
aminoacidos que inhibe el crecimiento de las bacterias Gram (+) (Quintero et al.,
2017), pertenece a una super familia de péptidos sin puentes disulfuro, puede
inhibir el crecimiento de las bacterias Salmonella Typhi, Klebsiella pneumoniae,
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Enterococcus cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Serratia
marscences. De igual forma, otro alacran importante en el descubrimiento de
péptidos antimicrobianos es Vaejovis mexicanus, también conocido como alacran
marron del centro, pertenece a la familia Vaejovis, descrita por Koch en 1836. Se
localiza, principalmente, en la Ciudad de México y Tlaxcala (Villeda-Callejas et al;
2012). Se puede identificar por el color de su carapacho y cuerpo de café negro
abigarrado a marrén rojizo al igual que su vientre de color marrdn rojizo. La
especie puede llegar a medir 5 cm de longitud. La cola tiene quillas en los bordes
en forma de granulos, el aguijon es largo y no presenta una curvatura muy amplia
(Fet et al., 2007). De este alacran se aislé la vejovina, que es un péptido
antimicrobiano de 47 aminoacidos sin puentes disulfuro y con un peso molecular
de 4,873 g/mol (Garcia et al., 2013), muestra una potente actividad antimicrobiana
contra las bacterias Gram (-), también contiene una baja actividad citolitica y

hemolitica contra eritrocitos (Quintero et al., 2017).
FA1

Durante la investigacion con los péptidos hadrurina y vejovina se dio énfasis
a la sintesis de diferentes péptidos antimicrobianos de menor longitud e indice de
hemodlisis, pero que conservaran la actividad antimicrobiana y que pudiera ser
candidato a farmaco antimicrobiano por su baja toxicidad en células de mamiferos
(Greco et al., 2020). Para esto se tuvo en cuenta que al eliminar los primeros ocho
residuos de vejovina se modifica su potencia hemolitica, pero también se causa
una inactividad del péptido, asi que se mantuvo la parte de la secuencia N-
terminal y se afiadi6 la secuencia de aminoacidos de la hadrurina en el C-terminal
(Quintero et al., 2017).

Fue asi como se sintetizaron 12 péptidos antimicrobianos de entre los que
se destacd FAL, el cual estd conformado por 28 aminoacidos y cuenta con una

secuencia de aminoacidos basicos (KLKR).

Durante los ensayos antimicrobianos y hemoliticos se observo un efecto

microbicida mayor y disminucion hemolitica en comparacion con la hadrurina y la
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vejovina (Sanchez et al., 2013), lo cual es beneficiario, debido a que no hay una
tasa alta de degradacion de eritrocitos, dado a estos resultados se considera al
péptido FAL1 como un candidato para combatir las infecciones bacterianas. Arenas
y colaboradores (2016) determinaron su concentracibn minima inhibitoria (MIC)
para Escherichia coli ATCC25922 (6.25 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 (25 ug/mL), Staphylococcus aureus ATCC25923 y Klebsiella
pneumoniae (>50 pg/mL en ambos casos). Se observdé también, que FALl es
estable en el sobrenadante de S. aureus. Sin embargo, es sensible a enzimas
endoproteoliticas como tripsina, elastasa, quimiotripsina y pepsina. Sugiriendo su

dificultad como tratamiento contra infecciones microbianas (Arenas et al., 2016).

En 2017, Ibarra et al., estudiaron FA1l a nivel in vitro e in vivo para
determinar su efecto antimicrobiano, capacidad irritante, cicatrizante y distribucion
en S. aureus UDP13 y P. aeruginosa UDP3, aisladas de un paciente con ulcera de
pie diabético. Se descubri6 que FAl sélo actia in vitro contra infecciones
microbianas, también carece de efectos irritantes y posiblemente promueva la
cicatrizacion. Se observo también que se adentra al citosol bacteriano (Ibarra et
al., 2017). Dado esto, la importancia del estudio de la estabilidad del péptido FA1
radica en su efectividad contra bacterias Gram (+) y Gram (-) sin provocar la
toxicidad en el huésped. Es importante saber la estabilidad en fluidos bioldgicos
como el plasmay la orina, para el uso de tratamientos farmacoldgicos en donde se
usaran los modelos in vitro para comprobar si no se pierde su funcién antibiética al
ser expuestos a dichos fluidos, a su vez, es necesario el estudio en modelos in
vivo para determinar el tiempo de excrecién y determinar las concentraciones

absorbidas por el organismo.

19



Justificacion

El mal uso de antibidticos ha ocasionado un aumento en la resistencia
bacteriana, lo cual ha llevado a un aumento en su dosificacion que puede ser
contraproducente para el organismo. Se ha propuesto el uso de péptidos
antimicrobianos, entre ellos FA1, como una opcion de tratamiento debido a su
gran espectro de actividad. Pero es necesario conocer su estabilidad en medios

fisioloégicos para asi determinar su viabilidad en el tratamiento de infecciones

microbianas.
Hipotesis

El péptido FA1 mantendra su actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram (-) y Gram (+) tras estar en contacto con plasma y orina.
Objetivo general

Determinar la estabilidad del péptido FAL en orina y plasma de ratén CD1 a
diferentes tiempos.
Objetivos particulares

e Analizar la estabilidad del péptido FAL en orina de ratén sano.

e Analizar la estabilidad del péptido FA1 en plasma de ratén sano.

e Analizar el efecto antimicrobiano del péptido FAL1 después de ser expuesto
a orina y plasma de raton.

e Analizar la biodistribucion del péptido FAL en raton.
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Estrategia experimental
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Materiales y Métodos
Purificacion del péptido FAL1 por HPLC

La cromatografia de interaccion hidrofébica de alto rendimiento o HPLC es
una técnica de separacion cromatografica en columna que se utiliza para la
purificacion de macromoléculas como proteinas y polinucle6tidos (Aguilar et al.
2004). Para esto, el péptido sintético en estado crudo es disuelto en 20% de
acetonitrilo y se purifica en una columna semipreparativa C1s (10 x 250 mm Vydac,
EUA) de cromatografia de alta presion en fase reversa con un gradiente lineal de
acetonitrilo de 20-80 % en presencia de 0.1% de TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) en 60 min en un sistema de cromatografia liquida de alta resolucion
Agilent 1100 (Agilent, EUA) equipado con un detector de UV a 230 nm. La primera
purificacion es para eliminar contaminantes de bajos pesos moleculares, reactivos
y subproductos de la sintesis quimica y la segunda para comprobar la pureza del
péptido.

Animales

Se usaron ratones macho de cepa CD1 con un peso de 20 a 25 g de una
edad mayor a 1 mes. Recibieron una dieta de 3 a 5 g por dia de preparados
comerciales en forma de bloques soélidos y secos. Se siguieron los protocolos de
Manejo de animales del Bioterio de la UAM-l, Recomendaciones para
manipulacion y sujecion de ratas y ratones de laboratorio, para el uso correcto de
los animales, ademas de los requerimientos establecidos en el bioterio del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM con base en la NOM-062-Z00-1999.

Obtencion de orina

Para determinar la estabilidad del péptido FA1 en fluidos biolégicos, se
recolectdo la orina de ratones CD1. Para esto, se realizd una intervencion
moderada, haciendo presion sobre la vejiga de forma manual con un tubo

Eppendorf (Kurien et al.,, 2004). La presion moderada transabdominal sobre la
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vejiga causd una mayor presion en la uretra y provoco que el ratén orinara. La

orina se almaceno a una temperatura de 4 - 20 °C para su uso posterior.
Incubacion del péptido FA1 en orina

Para determinar la estabilidad en orina del péptido FA1l, se incubd, en
diferentes tiempos, 100 ug del péptido en 50 pL de orina de raton a 37 °C. El lapso
de incubacién fue de 18 y 24 horas. Posteriormente, se afiadio a la mezcla 950 pL
de acetonitrilo 60% + TFA 0.1% y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min para
precipitar a las proteinas presentes en la orina. El sobrenadante se paso6 por
HPLC de fase reversa siguiendo las condiciones mencionadas y se busco la
fraccion que pertenece a FALl. Esta se recolecté para su analisis por
espectrometria de masas para comprobar la identidad del péptido. Se usé como
control la orina sin el péptido para corroborar que no haya contaminacion.
Posteriormente, se calcul6 el promedio de las areas bajo la curva de los triplicados
en donde se graficé por medio del programa GraphPad Prism 6 con el objetivo de

promediar las areas bajo la curva y determinar si el péptido se degradé.
Obtencion de plasma por puncion cardiaca

Se coloco al raton en un frasco con cloroformo para anestesiarlo. Una vez
anestesiado, se localizo el corazén en la zona del térax y se introdujo una aguja
con jeringa entre el espacio intercostal. Se fij6 la aguja y la jeringa con los dedos
para no retirarla del ventriculo y se retrajo el émbolo lentamente siguiendo el pulso
de la entrada de sangre a la jeringa. Se recolectaron 600 uL aproximadamente de
sangre por volumen del ratébn. La sangre se verti6 en un tubo con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) para evitar la coagulaciéon y se centrifugé a 3,000
rpm durante 5 minutos para separar en glébulos rojos, glébulos blancos con

plaguetas y plasma. El plasma se separé para su uso posterior.
Incubacion del péptido FAL en plasma

Con el objetivo de determinar la estabilidad del péptido en plasma, se

incubaron 100 pyg FA1 en 50 pL de plasma a 37 °C durante 1 hora.
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Posteriormente, se afiadieron 950 pL de acetonitrilio 60% + TFA 0.1% y se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min para precipitar a las proteinas presentes en
plasma. El sobrenadante se pas6 por HPLC siguiendo las condiciones
mencionadas y con esto se buscd identificar la fraccion que pertenece a FA1L, la
cual se recolectd para su andlisis por espectrometria de masas para comprobar su
identidad. Se usé como control de plasma sin el péptido, ademas del péptido sin el
plasma para corroborar que no haya contaminacion. De igual manera, se utilizé el
programa GraphPad Prism 6 para calcular el area bajo la curva de los promedios
del triplicado de los experimentos.

Antibiograma

Se usaron las bacterias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 con el objetivo de comprobar si el péptido
FAL incubado en fluidos biologicos de raton CD1 mantiene su funcion antibiética.
Para lo cual, se incubaron, por 24 horas, 10 yL de cada bacteria en tubos con 3
mL de caldo LB, posteriormente se ajustaron a una densidad Optica 600 nm de
0.08 a 0.013 (aproximadamente 107 bacterias/mL). Esta diluciéon se esparcié con
isopos en placas de cultivo con Agar Mueller Hinton. Se usaron como controles 10
ML de antibidtico gentamicina [13.1 mg/mL] para P. aeruginosa ATCC 27853, 10
ML de ceftriaxona [1.1 mg/mL] para S. aureus ATCC 25923, 10 uL del péptido FA1
puro [100 ug] y 10 pL [100 ug] del péptido FAL1 después de ser incubado en orina
de raton por 24 horas y purificado por HPLC. Las placas se incubaron por 24
horas a 37 °C, posteriormente se observo el halo de inhibicién para determinar si
el péptido mantenia su efecto antibiotico.

Marcaje del péptido FA1 con Alexa Fluor

Se utilizé6 Alexa flor 750 (AF750) de Molecular Probes para observar la
distribucion del péptido en el modelo de ratén. El marcaje de FA1l se realizd
mediante la esterificacion del grupo €-amino de residuos de lisina del péptido con
el grupo succinimidil éster de AF750. Se disolvieron 6.7 mg de péptido en 300 pL
de buffer bicarbonato de sodio 0.1M pH 8.3 y el fluoréforo en 20 uL de
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Dimetilsulfoxido (DMSO). Se mezclaron lentamente las soluciones durante 2 horas
a temperatura ambiente. Después se purifico el péptido FA1 marcado por HPLC
con un gradiente lineal de acetonitrilo de 20-80% siendo el solvente A agua +
0.1% de acido trifluoroacético (TFA) y el solvente B acetonitrilo + 0.1% de TFA.
Para identificar al péptido marcado del no marcado, o de los componentes
presentes en el buffer, se tuvieron como controles: AF750 en DMSO vy buffer de
carbonatos. La cantidad de péptido marcado recolectado se determind por peso

seco.
Biodistribucién del péptido en ratones CD1

Se administré el péptido FA1 marcado por AF750 por via intravenosa a
ratones CD1 en un volumen de 200 uL considerando una dosis de 5mg/kg. Se usé
como control AF750 en PBS. Después de la administracion del péptido se
anestesio a los ratones con isoflurano al 2% con un flujo de 1 mL/min de oxigeno y
se espero a que estuvieran completamente anestesiados. Tras esto se les coloco
en un equipo de espectrometria In vivo Xtreme Bruker con deteccién de
fluorescencia para observar la distribucion del péptido marcado. Se adquirieron las
imagenes de fluorescencia a las 0, 30 min, 1 hora, 2 horas y 4 horas. Finalizando
los andlisis se sacrificé a los ratones y se recolectd: corazén, estdbmago, intestino,
pulmén, higado, bazo, rifiones y testiculos para determinar, por imagenes de
fluorescencia, si el péptido marcado se acumula en los 6rganos. Estas pruebas se
realizaron en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada de la UNAM bajo

la supervision de la M. C. Verodnica Rojo Ledn.
Procesado de imagenes

Las imagenes adquiridas con el sistema In vivo Xtreme Bruker Scanner se
procesaron en el software FIJI en donde se ajusto la fluorescencia y la reflexion,
asi como el contraste de la imagen para la determinacion de fluorescencia en
organos. Con el programa GraphPad Prism 6 se midieron los valores del area de

la fluorescencia emitida para su posterior comparacion. A nivel ex vivo se
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siguieron los mismos pasos para definir el area de los 6rganos colectados y se

cuantifico la intensidad de fluorescencia de cada uno de estos.
Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism 6 para graficar el area de
fluorescencia de cada érgano en los diferentes tiempos, al igual que el &rea bajo la
curva del péptido FA1 durante los ensayos de estabilidad. Todos los experimentos

se hicieron por triplicado.
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Resultados
Purificacion de péptido

El péptido antimicrobiano FAl fue sintetizado quimicamente por
ChinaPeptides en estado crudo, debido a esto contiene contaminantes de péptido
incompleto, o bien péptidos no sintetizados correctamente, por lo tanto, el péptido
antimicrobiano FA1 fue purificado por HPLC de fase reversa, Figura 1, con un
gradiente de 20 — 80% de acetonitrilo + 0.1% de acido trifluoroacético (TFA)
usando una columna semipreparativa Cis de 4.6 x 250 mm con un flujo de 1
mL/min. Se observo la elusion al minuto 30 del péptido FAL con una concentracién
de 55.6% del compuesto A y 44.6% de B, Figura 1 A. Se recolecto la fraccidén

mencionada y se volvio a purificar para comprobar su pureza, Figura 1B.
A
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Figura 1. Purificacion de FA1: Se purificé FA1 por HPLC para la eliminacion de contaminantes o
residuos de la sintesis peptidica. Columna Cis (4.6 x 250 mm), gradiente 20-80 %B x 40 min, flujo 1
mL /min. Solvente A: H20 + 0.1 % TFA, solvente B: Acetonitrilo + 0.1 % TFA. Tiempo de retencion:
30 min (55.6% de Ay 44.6% B). Los trazos representan la absorbancia a 230 (rojo) y 280 (negro)
nm.
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La fraccion del minuto 30 fue colectada y analizada por espectrometria de
masas. Dando como resultado un peso molecular de 3,009 Da, comparando con la

literatura se demostro que el péptido recolectado es FAL, Figura 2.

bl i .

Figura 2. Espectrometria de masas del péptido FAl. Se determind el peso molecular de la
fraccion mediante espectrometria de masas concluyendo que se recolecto el péptido FAL.

FA1 es estable en orina

Con el objetivo de saber si el péptido FA1 es estable en fluidos biolégicos
se hicieron incubaciones en diferentes tiempos para determinar si es estable en
orina, ya que podria interactuar con diferentes proteinas presente en ella,
haciendo esta disminuya. Sin embargo, en el ensayo que se hizo con las
condiciones y metodologia mencionadas, se pudo observar que la fraccion del
péptido FAL al pasar 18 y 24 horas se mantiene estable en orina, a la vez que se
muestra en los cromatogramas que el péptido conserva su hidrofobicidad debido a
que se mantiene en el tiempo de retencion original (55.6% de Ay 44.6% de B),
Figura 3.
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Figura 3. Incubacion de FAl en orina. Cromatogramas del péptido FA1 (100 ug) incubado en
orina (50 L) durante A) control, B) 18 horas, C) 24 horas. Utilizando una columna Cis (4.6 x 250
mm), gradiente 20-80 %B x 40 min, flujo 1 mL /min. Solvente A: H20 + 0.1 % TFA,; solvente B:
Acetonitrilo + 0.1 % TFA. Tiempo de retencion: 31 min (55.6% de Ay 44.6% B)
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Se midio el area bajo la curva de los experimentos, hechos por triplicado, y
se analiz6 mediante el programa GraphPad Prism 6, de tal modo que se determiné

que el péptido FAL es estable en orina por 24 horas, Figura 4.

Estabilidad del péptido FA1 en orina de ratéon

10°
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103
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Figura 4. Grafica del area bajo la curva de los picos de FA1 en orina de ratén. Se calcul6 el
promedio de los valores del area bajo la curva de las fracciones de FAl de los ensayos de
estabilidad. Se muestra el promedio de tres experimentos de los grupos controles. Demostrando
gue la estabilidad se mantiene en dichos tiempos.

No es posible determinar la estabilidad de FA1 en plasma de ratén

Con el objetivo de saber si el péptido FA1 es estable en fluidos biolégicos
es necesario saber si el péptido puede mantener su estabilidad en plasma, debido
a que existen diferentes proteinas y enzimas que pueden ocasionar que el péptido
FAl sea degradado. Por lo que se hicieron diferentes incubaciones en diferentes
tiempos, con lo que se puede tener un rango estimado de vida media en un
modelo in vivo. Para determinar si mantiene su estabilidad, se hicieron
purificaciones por HPLC, sin embargo, se detecté una fraccidbn con el mismo
tiempo de retencién y absorbancia del péptido FA1 en los controles de purificacién
de plasma, Figura 5 A. Esto ocasion0 que no se pudiera saber si el péptido
mantiene su estabilidad en plasma, debido a que la fraccion detectada interfiere en

los resultados de la purificacion.
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Figura 5. Incubacién de FA1 en plasma. Cromatogramas del péptido FA1 (100 pg) incubado en
plasma (50 pL) durante A) control, B) incubacion del hora. Mediante una columna C18 (4.6 x 250
mm), gradiente 20-80 %B x 40 min, flujo 1 mL /min. Solvente A: H20 + 0.1 % TFA; solvente B:
Acetonitrilo + 0.1 % TFA. Se comprobé los controles para el estudio de la estabilidad de FAL.

FA1 pierde su funcion antibiotica después de ser incubado en orina de raton

Para demostrar que el péptido FA1 mantiene sus funciones antibibticas
después de ser incubado en orina de raton en un tiempo de 24 horas, se hicieron
antibiogramas con bacterias Gram (+) y Gram (-), S. aureus ATCC 25923 y P.
aeruginosa ATCC 27853, respectivamente, ya que se habian utilizado para
demostrar las concentraciones minimas inhibitoria (MIC) del péptido FA1l puro
(Arenas et al.,2016). Sin embargo, se pudo observar que el péptido FA1 después

de ser incubado en orina pierde su funcion antibiotica, Figura 6.
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A)

B)

Figura 6. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en medio solido MH. Se determino si el
péptido FAL incubado en orina de raton por 24 horas seguia conservando su funcién antibiética
usando 100 pg del péptido incubado. Resultado obtenido usando la bacteria A) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y B) Staphylococcus aureus. ATCC 25923 Se usaron como control 100
Mg del péptido FA1 puro, 100 pyg/mL de Ceftriaxona para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
100 pg/mL de Gentamicina para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Marcaje de FALl con Alexa Fluor 750

Se hizo el marcaje del péptido FA1 con Alexa Flior 750 segun el protocolo
mencionado. La incubacion se hizo por 2 horas a temperatura ambiente, seguido
por una purificacién por HPLC. Para identificar el péptido FA1 marcado se usaron
los siguientes controles: FAL1 sin marcar, buffer de carbonato y AF750, Figura 7.
Se observa, en la Figura 7 D, que el péptido FA1 marcado no cambia su tiempo de

retencion, teniendo la misma concentracion del compuesto Ay B.
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Figura 7. Marcaje de FA1 con Alexa Fluor 750. Siguiendo las condiciones de marcaje y HPLC
mencionados se muestran los cromatogramas del péptido FAL1 con sus respectivos controles. A)

FAL sin marcar, B) Alexa Fluor 750, C) Buffer de carbonato y D) FA1 marcado con Alexa Fluor.

Biodistribucién del péptido FA1 en ratones CD1
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Para comprobar la distribucién del péptido FA1 marcado con AF750, se le
inyecto6 al raton un volumen de 200 uL de PBS con el péptido marcado. Se usaron
controles de PBS y AF750 disueltos en el mismo volumen. Usando los tiempos
establecidos de 0, 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas, con el objetivo de tener
el tiempo de concentracion del péptido en las diferentes regiones del raton, Figura
8. En los ratones inyectados por PBS, Figura 8 A-E, no se encontro fluorescencia,
como era de esperarse por no tener un marcador para detectar su distribucion. A
su vez, el biomarcador AF750 inyectado se pudo detectar por todo el cuerpo esto
habla de una distribucion inespecifica, Figura 8 F-J. Asi mismo, se demostré la
distribucion de FA1l + AF750, en el tiempo O la concentracién del péptido se
encontraba en la cola, después de un periodo de 30 minutos comenz6 a
acumularse en la parte abdominal. Después de esto, en el periodo de 1 hora, el
péptido se comenzd a acumular en los rifiones y en la zona inferior abdominal,
pero después de 2 horas hubo una mayor acumulacion en dicha zona. Finalmente,
en el periodo de 4 horas la intensidad de fluorescencia disminuy6 en la zona

inferior abdominal, Figura 8 K-O.

Se uso el programa GraphPad Prism 6 para calcular el area de la
fluorescencia de cada zona del raton, Figura 9. Se observa que, en las regiones
de la cola, patas traseras, los rifiones y los testiculos el péptido se mantiene
constante durante: 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas, Figura 9 A-C y H. Por
otro lado, se observa un cambio en la concentracion del péptido en la cabeza y los
brazos, en donde aumenta su concentracion en el periodo de 30 minutos a 1 hora,
sin embargo, al transcurrir 2 horas disminuye en dichas regiones, Figura 8 D y E.
En cambio, en las regiones de higado y vejiga el péptido aumenta su
concentracion en el periodo de 30 minutos a 2 horas, pero disminuye su

concentracion en dichas regiones tras 4 horas, Figura9 Fy G.
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Tiempo O 30 min 1 hora 2 horas 4 horas

Tiempo 0 30 min 1 hora 2 horas 4 horas

Figura 8. Imdgenes de biodistribucion en ratén. Se inyect6 a diferentes ratones 200 pL de PBS,
PBS + AF750 y el péptido FA1 + AF750 con el objetivo de monitorear en diferentes tiempos la
distribucion. Se muestran a los ratones inyectados con PBS: A) tiempo 0, B) 30 min, C) 1 hora, D)
2 horas y E) 4 horas; PBS + AF750: F) tiempo 0, G) 30 min, H) 1 hora, 1) 2 horas y J 4 horas; FA1
+ AF750 K) tiempo 0, L) 30 min, M) 1 hora, N) 2 horas y O) 24 horas. Cada experimento se hizo
por triplicado.
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Figura 9 Graficas de la intensidad de fluorescencia en zonas del ratdn. Se calculo el area de la
intensidad de la fluorescencia en donde se graficaron A) cola, B) patas traseras, C) rifiones, D)
cabeza, E) brazos, F) higado, G) vejiga y H) testiculos. Se muestra el promedio con la desviacion
estandar de tres experimentos independientes.

Finalmente, se hicieron las disecciones de los ratones analizados. En donde
se observa que el péptido FA1 después de ser administrado a los ratones CD1 por
4 horas se acumula principalmente en los rifiones, seguido por el higado. No
obstante, se observa una pequefia intensidad de fluorescencia en los demas
organos a excepcion del bazo, corazén y pulmones, Figura 9. La emision de

fluorescencia se grafico en la Figura 10.
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FA1 + AF750 PBC AF750

Figura 10. Fluorescencia en los drganos por el péptido FAL1 marcado por Alexa Fldor 750. Se
obtuvieron los érganos: pulmones, corazén, intestino, higado, rifiones, bazo, pancreas, estbmago y
testiculos. En donde solamente hubo absorbancia en el higado y en los rifiones.
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Figura 11. Gréafica de concentracion de FAL. Se calculo el area de la fluorescencia considerando
la intensidad de emisién de FA1 + AF750 en los érganos de los ratones después de ser inyectados
con el péptido con fluoroforo, lo cual a transcurrir 4 horas fueron diseccionados. Se muestra el
promedio con la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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Discusion

El proyecto tiene como objetivo el estudio de la estabilidad del péptido FAl
en fluidos biolégicos de raton, con el propésito de entender la farmacocinética de
este péptido para asi establecer un tratamiento de infecciones sistémicas. Como
se ha mencionado, tienen cierta limitante de estabilidad en medios fisiologicos por
su sensibilidad a pH y fuerza i6nica (Malik et al., 2016). Esto dificulta el uso de los
péptidos antimicrobianos en ciertos tratamientos, ya que suelen ser degradados

por diferentes enzimas del organismo (Cavaco et al., 2021).

En este proyecto se uso el péptido FA1 debido a que es un péptido sintético
originado de los péptidos hadrurina y vejovina, del veneno de los alacranes
Hadrurus gertschi y Vaejovis mexicanus, respectivamente. El cual destacé de
entre otros candidatos creados de los mismos péptidos por su baja toxicidad en
células de mamiferos (Greco et al., 2020). De igual forma, se le insertd una
secuencia de aminoacidos béasicos (KLKR) teniendo en cuenta el N-terminal, la
carga y su hidrofobicidad. Durante los ensayos antimicrobianos y hemoliticos se
observo un efecto microbicida mayor y disminucién hemolitica en comparacion con
la hadrurina y la vejovina, lo cual lo vuelve un buen candidato para su

administracion intravenosa (Sanchez et al., 2013).

La baja estabilidad en fluidos fisioldgicos que suelen presentar los péptidos
es debida a que son susceptibles a ser degradados por enzimas, como amilasas o
proteasas, también pueden interactuar con diversas proteinas y grandes
concentraciones de sales fisiol6gicas que pueden inactivarlos (Yi et al., 2007).
Dado que en la orina se encuentran diferentes compuestos que pueden degradar
o0 inactivar a los péptidos antimicrobianos, tales como sales, urea, acido Urico, etc.
Por otro lado, la sangre se compone de células inmunitarias, como los leucocitos
polinucleares, neutrdfilos, células de muasculo liso, fibroblastos, plaquetas y células
endoteliales, ademas de proteinas como albumina, globulina y fibrindgeno (Olsen
et al.,, 2004, Yi et al.,, 2007). Dichos agentes pueden interferir en los efectos

terapéuticos de los péptidos al ocasionar su degradacion o inactivacion.
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Para saber si el péptido FA1 puede ser usado como un tratamiento a nivel
fisioldgico, sin que se degrade debido a que interactle con diferentes proteinas, se
analizé su estabilidad en orina y plasma en diferentes tiempos. Por medio de
purificaciones por HPLC se pudo observar que el péptido mantenia su estabilidad
después de ser incubado por 24 horas en orina de raton, lo cual se muestra en la
Figura 3. En donde se graficé el promedio del area bajo la curva de los tres
experimentos dando como resultado, que el péptido es estable, Figura 4. Al
comparar la medicion del area bajo la curva de los cromatogramas de estos
experimentos con los de Galeana et al., 2020 con el péptido Pin2[G] demuestran
que el péptido FA1 es mas estable que dicho péptido. Esto puede indicar que el
péptido FAL1 no interactia con los compuestos propios de la orina que puedan
degradarlo. Es posible que el péptido FAL interactle con las proteinas o enzimas
que no provoquen su degradacion, por tal motivo se mantuvo estable después de
las 24 horas. A su vez, se podrian hacer diferentes experimentos en donde se
veria la unién del péptido FAL1 con alguna proteina, por ejemplo, se podria hacer
HPLC de carga i6nica para determinar si el péptido FA1 cambié su carga neta por

la interaccion con proteinas o sales de la orina de raton.

Por otro lado, no se pudieron concluir los ensayos de estabilidad en plasma
de ratén, debido a que hay una fraccion que se detecta en la purificacion en HPLC
en fase reversa en el tiempo en el que eluye el péptido FA1, ademas de que dicha
fraccidn tiene la misma absorbancia que el péptido FAL1 (Figura 5). Sin embargo,
hay evidencia de que FALl es degradado después de 12 horas incubado en plasma
sanguineo humano a 37 °C, esto debido a que el péptido interactia con proteinas
sanguineas que podrian usar como transportador (Arenas et al., 2016), lo cual
posiblemente se pudo observar en los ensayos de biodistribucién en los ratones
CD1. Se pueden proponer alternativas para saber si el péptido FAL es estable en
un rango menor de 12 horas, proponiendo usar HPLC de carga i6nica para saber
si la fraccion correspondiente que sale en el cromatograma control del plasma de
ratobn (Figura 5 A) tiene diferente carga que el péptido en mencion. También se

puede usar un gel de Tricina para comprobar el peso molecular del péptido FA1
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incubado en plasma en diferentes horas, diferenciando el peso molecular de FAl

con la fraccibn mencionada.

Para comprobar si FA1 mantiene su efecto antibidtico tras su incubacién en
orina de ratdén en un lapso de 24 horas se hicieron antibiogramas con las bacterias
P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923. Usando 100 ug del péptido
incubado y como controles 100 ug del péptido FA1 puro, 100 pg/mL de
Ceftriaxona para S. aureus ATCC 25923 y 100 ug/mL de Gentamicina para P.
aeruginosa ATCC 27853. En estos se pudo observar que el péptido pierde su
funcién antibidtica, Figura 6. Esto puede ser debido a una interaccion con las sales
de la orina o proteinas que pudieron inactivar su efecto, por lo que puede bajar su
carga neta provocando que el péptido al interactuar con las bacterias no pudiera
atravesar a la membrana impidiendo su funcién antibiética, debido a que el péptido
FAL tiene mecanismos de accion en el que es necesario su entrada a la bacteria.
En la literatura se ha demostrado que el péptido FA1 se puede degradar por
concentraciones altas de sales, esto no ocurre en la orina de raton, pero si perdié
su efecto antibiético. La inhibicién de la funcion del péptido FA1 puede ser debido
a que las sales tienden a modificar la fuerza i6nica en péptidos antimicrobianos, lo
cual puede provocar una disminucién en su capacidad de traspasar o reconocer
receptores de las bacterias. Por ejemplo, esto también pasé con el péptido
enterocina CRLss el cual interactia contra las células de Listeria que, en
concentraciones altas, puede degradar a la bacteria, pero afiadiéndole cationes
monovalentes y cationes divalentes se inhibe la actividad antibiética (Morero et al.,
2003). Por lo tanto, se propone usar HPLC de carga i6nica para demostrar si el
péptido FA1 tuvo una modificacion en su carga catidnica que pueda impedir el
ingreso al interior de las bacterias. También, se podrian hacer diferentes
antibiogramas con los diferentes tiempos de incubacién del péptido FAL1 en orina
de raton con el objetivo de saber si por el tiempo expuesto a dicho fluido se pierde

exponencialmente su efecto antibiotico.

Observando que el péptido FA1 es estable en orina y considerando que en

la literatura se vio que el péptido es degradado en un periodo de 12 horas en
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plasma sanguineo, es necesario saber el tiempo en el que el péptido puede
sobrevivir en un modelo in vivo, ademas de determinar la concentracion que
alcanza el péptido en cada organo. Para esto, se hizo una biodistribucion in vivo
en ratones CD1 usando Alexa Flior 750 como marcador para el péptido.
Demostrando que la concentracion del péptido en un tiempo de 2 horas se
observa principalmente en los rifiones, ademas en el higado, sin embargo, hubo
una mayor concentracion de fluorescencia en los rifiones lo que demuestra que la
via de excrecion es por la orina. Por otro lado, los resultados de la bioditribucion
muestran en el tiempo de 30 minutos a 1 hora una mayor distribucion de FAL en el
organismo de raton (Figura 8). Esto podria ser debido a la unién de proteinas
sanguineas con el péptido FALl. Sin embargo, su excrecidon sigue siendo muy
temprana, por lo que se puede proponer el uso de un transportador que proteja al
péptido FAL1l de la degradacién proteolitica. Por otra parte, no se pudo extraer
orina en los tiempos deseados, debido a que el farmaco isoflurano disminuye la
presidbn sanguinea, por lo cual, el ratbn no podia orinar en los tiempos

establecidos.

Comparando los resultados obtenidos con los del péptido Pin2[G] (Galeana
et al., 2020), en donde se pudo observar hasta un tiempo de 8 horas una
disminucién de fluorescencia en los rifiones, se determina que el péptido FAL tiene
un tiempo corto de distribucion en el organismo, A su vez, la biodistribucién de
peptoides, que son péptidos miméticos de los péptidos antimicrobianos, pero con
la diferencia de que las cadenas laterales estan unidas al nitrégeno de la cadena
principal en lugar del carbono a, lo cual ocasiona que aumente su estabilidad a
proteasas. En la investigacion de Seo y asociados se usaron tres peptoides
anfipaticos cationicos para su estudio en biodistribucidn marcados con Cu y
mostraron que se mantiene la concentracion en los rifiones en el tiempo de 2 a 24
horas (Seo et al., 2012).

En el andlisis ex vivo se hizo una diseccion tras 4 horas de la administracion
del péptido y se demostr6é que FAL tiene una concentraciéon mayor en los rifiones y

en el higado, Figura 10. Determinando que el péptido FAL tiene una distribucion
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en el organismo y excrecion rapida por lo cual se observa que FAL tiene mayor
concentracion en los riflones y higado debido a que el higado es el encargado de
metabolizar la sangre por tal motivo se encuentra una acumulacion significativa de
péptido, de igual forma en los riflones que son los encargados de filtrar las
sustancias del torrente sanguineo se encontré6 mayor concentracion de péptido. En
comparacion con el péptido Pin2[G] su tiempo en que llega a los rifiones su
concentracion maxima es de 8 horas y el tiempo de la concentracion maxima del
péptido FAL1 es de 4 horas se concluye que el tiempo de la biodistribucion del
péptido es mas corto. Comparandolo con antibiético Ceftriaxona que su tiempo de
concentracion maxima en los rifiones es de un tiempo de 9 horas y el antibi6tico
Gentamicina que tiene un tiempo maximo de concentracion en los rifiones de 4
horas se puede concluir que el péptido FAL tiene un tiempo de vida media en el

organismo en el que puede hace su funcién antibidtica.

Finalmente, se demostré que el péptido FA1 es estable en orina, pero a la
vez pierde su funcion antibiotica, posiblemente debido a la union de sales con el
péptido. Se observé ademas una acumulacion mas especifica en menor tiempo en
el cuerpo del raton CD1. Lo que podria deberse a su unidon con una proteina
sanguinea usandola como transportador. Sin embargo, su tiempo de retencion en
el higado y los rifiones fue mayor, esto sumado a que no hubo fluorescencia en el
intestino, nos permite determinar que el péptido es evacuado por la orina.

En conclusioén, el estudio de la estabilidad y biodistribucion de los péptidos
antimicrobianos es importante para determinar la vida media de ellos en fluidos
biologicos y asi poder desarrollar diferentes tratamientos farmacoldgicos para

combatir contra la resistencia antimicrobiana.
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Conclusiones

e FAl es estable en orina de ratdn hasta por 24 horas.

e FALl pierde su funcion antibiética después ser incubado por 24 horas en
orina.

e FALl se acumula en los riflones y higado en un tiempo de 1 a 2 horas.

e FA1l se concentra después de 4 horas en los rifiones y higado del raton.

e FAl es excretado por medio de la orina
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Perspectivas

Hacer HPLC de carga i6nica para comprobar la carga del péptido FA1l
incubado en orina de raton.

Hacer HPLC de carga i6nica de péptido FAL incubado en plasma.
Antibiogramas con diversas bacterias con las incubaciones del péptido FA1
en orina de raton y plasma en diferentes tiempos.

Seleccionar un transportador para proteger FAl1 de las enzimas
proteoliticas.

Determinar la biodistribucion de FA1 en ratones infectados.
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Anexo

Al Purificacion del péptido FAL en estado crudo
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A2 Incubaciones del péptido FAL en orina de raton
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Anexo de la figura 3 Incubacién del peptido FAL en orina de raton. Comatografia del
control de la orina de raton A-C, cromatografia de la incubacion del péptido en un tiempo

de 18 horas D-F, cromatografias de la incubacién del péptido en un tiempo de 24 horas G-
l.
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A3 Cromatografias de la incubacion del péptido FAL en plasma de raton.
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Anexo de la figura 5. Incubacion del péptido FAL en plasma. Cromatografia del control

del plasma A-C y la cromatografia de la incubacién de 1 hora E-F.
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Anexo de los antibiogramas
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Anexo de la Figura 6. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en medio solido MH.
Se determino si el péptido FALl incubado en orina de ratdbn por 24 horas seguia
conservando su funcién antibidtica. Resultado obtenido usando la bacteria A-C)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y D-F) Staphylococcus aureus. ATCC 25923

Anexo de la biodistribucién de PBS de la Figura8

A) B) C)

Tiempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas

J)

Tiempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas

M)

Tiempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas
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Anexo de la biodistribucién de Alexa Fluor 750 de la figura 8

A)

Tiempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas

Tiempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas

M)

Tlempo 0 30 minutos 2 horas 4 horas
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Anexo de la biodistribucién del péptido FA1 con Alexa Fluor 750 de la figura 8

A)

Tiempo 0 30 minutos 2 horas 4 horas
I J)
. ' m
|
Tempo 0 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas

M)

2 horas 4 horas

Tiempo 0 30 minutos
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Anexo de la biodistribucién del péptido FA1 en organos de ratén

A) B) C)

Anexo de la Figura 10. Fluorescencia en los drganos por el péptido FA1 marcado por Alexa
Flaor 750. Se obtuvieron los drganos: pulmones, corazoén, intestino, higado, rifiones, bazo,
pancreas, estbmago y testiculos. En donde el control de PBS es del A-C, el control de Alexa Fldor

es del D- F y del inciso G-H es la concentracion del péptido FA1 en los érganos.
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