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INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son una buena
opcién terapéutica contra bacterias multidrogoresis-
tentes. Sin embargo, el uso terapéutico de los AMPs se
ha obstaculizado, debido a su inestabilidad en ambien-
tes especificos, propension al clivaje por proteasas o en
algunos casos citotoxicidad. Los AMPs exhiben peque-
o tamano, carga neta positiva y anfipaticidad, necesa-
rios para adquirir estructura secundaria, en superficies
hidrofdbicas e hidrofilicas, lo que facilita la interaccién
electrostdtica con las membranas bacterianas. Los pép-
tidos Ib-M1, Ib-M2 e Ib-M6, que se usaran en este estudio,
son analogos sintéticos del péptido Ib-AMP4, nativo de
la planta Impatiens balsamina, que fueron obtenidos
después de modificar su carga neta e hidrofobicidad
mediante la insercion de arginina y triptéfano. Estudios
de la actividad bioldgica de Ib-M contra E. coliO157:H7,
mostraron actividad inhibitoria menor a 10 uM, sin evi-
dencia de citotoxicidad en células Vero, por lo que se
consideran agentes antibacterianos promisorios.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios recientes, sefialan que es posible conocer las
alteraciones que ocurren en las bacterias cuando son
tratadas con péptidos, mediante la evaluacion de las
interacciones y cambios en las membranas, en el pro-
teoma o en el transcriptoma, ademas de los estudios
de determinacion de estructura secundaria de péptidos
por dicroismo circular (DC) en membranas y buffers. Si
bien, ya se ha explorado que el péptido nativo Ib-AMP4
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adquiere forma de hoja- en la interaccion con la mem-
brana y que ejerce actividad bactericida no litica, atin
no se conoce cual es el modo de accién de los andlo-
gos Ib-M en E. coli. Estudios previos de DC indican que,
péptidos Ib-M se estructuran en hélices-a cuando estan
en contacto con buffer que simulan membranas bacte-
rianas, probablemente por las inserciones de triptéfano
y arginina. En este sentido, y dado que todavia no se
conocen los factores que pueden estar relacionados
con su actividad bioldgica y el tiempo que requieren
para eliminar las células viables, este trabajo pretende
evaluar cudl es el mecanismo de accion bactericida que
ejercen los péptidos Ib-M contra E. coli, con el fin de
brindar informacién para la realizacion de estrategias
de inmovilizacidon de péptidos, que faciliten su direccio-
namiento y dosificacién hacia blancos moleculares.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los mecanismos de acciéon de péptidos an-
timicrobianos 1b-M contra E. coli mediante estudios
estructurales y protedmicos.

METODOLOGIA

Este es un estudio experimental in vitro. Se determina-
réan la concentracion minima inhibitoria y bactericida
(MIC y MBC) de los péptidos Ib-M1, Ib-M2 e Ib-M6 contra
E. coli ATCC® 25922™, su estabilidad frente a cationes
y proteasas, asi como la concentracion citotoxica 50
(CC50) frente a una linea celular; estructura de los pépti-
dos en buffers y membranas artificiales, se evaluard por
dicroismo circular (DC); interaccidn y permeabilizacion
de Ib-M en las membranas bacterianas, se estudiard con
N-phenyl-1-naphthylamine (NPN), -galactosidasa, afi-
nidad de unién al lipopolisacarido (LPS) y potencial de
membrana, cuyos resultados se correlacionardn con
los de microscopia electronica. Ademas, se evaluara si
existe interaccién de Ib-M con el material gendmico y
se elucidara la expresion proteica en E. coli en respues-
ta a los tratamientos. Se usardn como controles, pépti-
dos con mecanismo de accion conocido y antibidtico
de referencia. Cada ensayo se realizara por triplicado y
en minimo tres experimentos independientes.

RESULTADOS PRELIMINARES

La MIC obtenida a partir de diluciones al doble de Ib-M
contra E. coli en uM fueron de 3,1, 12,5y 16,6 para Ib-
Mg, Ib-M1 e Ib-M6, siendo mejor 1b-M2. La MBC fue de
7,6, 23,6 y 26,3 para Ib-M2, [b-M6 e Ib-M1. En las curvas
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de latencia (lag) de E. coli, los péptidos Ib-M y estrepto-
micina mostraron inhibicién del crecimiento mayor a
20 horas pos-exposicién en MICx8-MICx1. Sin embargo,
en MICx0,5 se observd que Ib-M y el antibidtico mante-
nian la inhibicién del crecimiento entre 8,7y 17,3 horas,
siendo menor para MICx0,25 (2 y 12 horas). Las MIC en
concentraciones con diferencias de 0,5 uM, fueron de
3,0, 4,2y 5,4 para a Ib-M2, Ib-M1, [b-M6, respectivamen-
te. Las MBC correspondieron a 3,2, 5,0 y 5,7 para [b-M2,
Ib-M1 e Ib-M6. La sensibilidad de los péptidos frente a
cationes, mostrd que no fueron afectados los valores de
la MIC ni de la MBC de Ib-M2 en medios suplementados
con KCl y NaCl, pero si para MgCI2 y CaCl2.

DISCUSION

Se evidencio el efecto bactericida de Ib-M contra E. coli.
Variaciones de las concentraciones de péptidos en ran-
gos de 0,5 uM, permitieron determinar un valor de MIC
o6ptimo para cada péptido, cuya determinacién es im-
portante en la evaluacién de los mecanismos de accion.
[b-M2 fue mas tolerante a las sales monovalentes.
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