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RESUMEN

Los péptidos HH2, 1002, 1018 y K9, fueron evaluados contra
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, in vitro e in vivo. En el ensayo
colorimétrico de azul alamar el péptido K9 fue el que mostr6é el MIC més bajo
de 10.66 ug/ml. Al evaluar la citotoxicidad de los péptidos a una concentracion
de 32 ug/ml, el porcentaje de viabilidad oscilo el 75% y 95%. En imagenes de
microscopia electrénica se observaron marcadas interrupciones de la
membrana y condensacion del contenido citoplasmatico. En el modelo murino
de tuberculosis progresiva, a los 30 dias de tratamiento con los péptidos se
observé una disminucion en la carga bacteriana en pulmoén para los ratones
tratados con los péptidos HH2, 1018 y K9, mientras que los tratados con el
péptido 1002 mostraron un aumento de la carga bacilar, en comparacion con el
grupo testigo. A los 60 dias de tratamiento el conteo de unidades formadoras
de colonia resulté en una disminucion de la carga bacteriana en todos los
animales tratados con todos los péptidos. A fin de determinar si estos péptidos
inducen inflamacién se evalu6 el porcentaje de area neumonica y se observo
que al primer y segundo tiempo de sacrificio hubo una disminuciéon en
comparacion con el grupo de ratones testigo, cuando los ratones fueron
tratados con los péptidos HH2, 1002 y K9. Sin embargo, los ratones tratados
con el péptido 1002 mostraron un mayor porcentaje de neumonia en el primer

tiempo de sacrificio el cual disminuyd en el segundo tiempo. De los péptidos



evaluados, el K9 fue el unico que mostro diferencias significativas pudiendo ser

el mejor candidato en la terapéutica farmacologica de la tuberculosis.

Palabras Claves: Péptidos Antimicrobianos; Mycobacterium tuberculosis;

Modelo Murino.



ABSTRACT

The peptides HH2, 1002, 1918 and K9 were evaluated against
Mycobacterium tuberculosis H37Rv in vitro and in vivo. The peptide K9 showed
the lowest MIC (10.66 pg/ml), by the alamar blue colorimetric assay. Moreover,
no cytotoxic effects were shown by any of the peptides at 32 pg/ml, since the
viability of lung cells (strain A549) oscillated between 75% to 95%. Electron
microscopy images obtained of M. tuberculosis treated with the peptides
showed disruption of the membrane and condensation of the cytoplasmic
content. In a murine model of progressive tuberculosis after 30 days of
treatment a decrease in the number of bacteria counts was observed in the
lungs of mice treated with the peptides HH2, 1018 and K9, while mice treated
with the peptide 1002 showed an increase in the number of bacteria when
compared with the control group. Meanwhile, mice treated for 60 days with all
the peptides showed a decrease in bacterial lung counts. Moreover, in order to
determine if these peptides induce an inflammatory response the percentage of
neumonia was evaluated after 30 and 60 days of treatment and it was observed
that mice treated with HH2, 1018 and K9 showed a decrease of neumonic area.
However, mice treated with the peptide 1002 showed a higher percentage of
neumonia at 30 days of treatment but decreased at 60 days. Of the four
peptides evaluated in this study only K9 showed statistically significant
differences and can be considered as a potential candidate for the treatment of

tuberculosis.



model.

Keywords: Antimicrobial peptides; Mycobacterium tuberculosis; Murine



INTRODUCCION

La tuberculosis continla siendo un problema de salud a lo largo del
mundo con una inaceptable tasa de nuevos casos que oscila entre los 233 413
pacientes y méas de 2 mil millones de muertes al afio. La Organizacion Mundial
de la Salud estima que 2 millones de personas o un tercio de la poblacién
global, estan actualmente infectados con bacilos de tuberculosis. De los
infectados se estima que 1 de 10 desarrollara la forma activa en algin punto de
sus vidas y estos infectaran a un promedio de 10 a 15 personas por afo sino

son tratados (Guzman- Montes et al., 2009).

A la fecha la Organizacién Mundial de la Salud ha elaborado varios
métodos para el control de la tuberculosis, de los cuales se ha implementando
el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES), el cual consiste en
medicar a los pacientes tuberculosos con los farmacos comunes y supervisar la
correcta administracion de éstos (Frothingham et al., 2005). Los tratamientos
mas comunes contra la tuberculosis estan basados en el uso de rifampizina,
isoniazida, pirazinamida y etambutol, sin embargo a la fecha y desde hace 30
aflos no han surgido medicamentos nuevos para el tratamiento de la
tuberculosis. Con la implementacion de nuevos medicamentos se espera
acortar el tiempo de tratamiento y que los nuevos antibioticos tengan
idealmente la capacidad de interactuar con el sistema inmune del individuo

infectado, ademas de ofrecer nuevos mecanismos de accion para eliminar a la



micobacteria. A la fecha y desde la implementacion de la rifampicina en 1966
no ha habido nuevos medicamentos contra la tuberculosis y las empresas
farmacéuticas han demostrado poco interés en combatir este grave problema
mundial. Asi mismo, la aparicion de cepas multi- farmaco resistentes a las
drogas convencionales ha obligado a varios grupos de investigacion a que
desarrollen nuevas terapéuticas farmacoldgicas contra la tuberculosis, las
cuales tienen como meta poder acortar los tiempos de la terapia farmacoldgica
y del mismo modo evitar el surgimiento de cepas multi-farmaco resistentes

(MDR).

Entre los candidatos mas prometedores se encuentran los péptidos
antimicrobianos los cuales son componentes de bajo peso molecular,
cationicos, anfipaticos y son producidos por las células del organismo como
parte fundamental de la respuesta inmune innata en contra de muchas
enfermedades infecciosas. Ademas, se sabe que tienen un efecto microbicida
sobre una amplia gama de bacterias, hongos, virus y protozoarios (Gutiérrez y

Orduz. 2003).

Recientemente, se ha evaluado el potencial de los péptidos
antimicrobianos para el tratamiento de la tuberculosis. A partir del 2011 a la
fecha se han publicado resultados de trabajos in vitro y en diferentes modelos
animales que sugieren la posible utilizacion de los péptidos antimicrobianos

como alternativas de tratamiento para la tuberculosis.



Por lo anterior, el objetivo del presente estudio es evaluar la
actividad antimicrobiana de los péptidos HH2, 1002, 1018 y K9 contra

Mycobacterium tuberculosis H37Rv in vitro y bajo un modelo murino.



REVISION DE LITERATURA

Problema actual de la tuberculosis

La tuberculosis (Tb) del latin tuberculum, que significa pequefia
protuberancia, pequefio nédulo, es una enfermedad que afecta principalmente
a los pulmones y es causada por un bacilo con tincion acido-alcohol resistente
al cual se le conoce como Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Dye et al., 1999).
Es la enfermedad infecciosa que representa uno de los principales problemas
para la salud publica, de ahi que requiere atencidén urgente. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en su informe del 2009 sefala que existen en todo
el mundo alrededor de 9.4 millones de casos nuevos de Mtb y se registran 1.3
millones de defunciones por esta causa, de las cuales 0.38 millones de
pacientes presentaban infeccion por el VIH (WHO, 2010). Se estima que un
tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada y de estos tan solo entre
el 5y 10% desarrollardn la enfermedad en algin momento de su vida, sobre

todo si existen factores de riesgo como diabetes y VIH (Harries y Dye, 2006).

Aunque se ha registrado una disminucion en la tasa mundial de casos
de Tb, existen regiones donde el numero de casos ha ido en aumento,
especificamente en Africa y Asia Suroriental, donde se presentan casi dos
terceras partes de los casos en el mundo. En México, los desafios actuales en

el control de la Tb son diferentes debido a la heterogeneidad de la poblacion,



los niveles socioecondmicos, la inequidad en los servicios y una pobre cultura

en cuanto a salud (SINAVE, 2009).

En este sentido, el balance para México en el 2008 arroj6 que el éxito
del tratamiento es del 84.04%, lo que sita al pais mas cerca de la meta del
85% que se planted en el Plan Mundial para detener la Tb e indica que hay
pocos fracasos. El abandono del régimen terapéutico fue de 4.9% y se registro
una mortalidad de 1.7 habitantes por cada 100 mil habitantes. De acuerdo con
la Plataforma Unica de Informacion Nacional en su modulo de tuberculosis, en
el 2008 se notificaron alrededor de 18, 210 casos nuevos en todas sus formas,
de las cuales el 82.5 % (15 035 casos) corresponden a Tb pulmonar y la
asociacion de la tuberculosis con otras enfermedades fue de: diabetes mellitus
(21.4%), desnutricion (15.6), alcoholismo (6.8%) y VHI/SIDA (6%) (SINAVE,

2009).

Estrategias actuales para su control

Desde 1993 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
implementado nuevas estrategias para el combate de la tuberculosis basada
en los trabajos del Dr. Karen Styblo en Tanzania, la cual se ha nombrado TAES
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado). EI TAES esencialmente
consiste en que el medicamento debe ser estrictamente supervisado por

personal de salud o personal debidamente capacitado, quien verificara la



ingesta y deglucion del medicamento (WHO, 1994). En 1990 solo 10 paises en
el mundo tenian un sistema apropiado para el control de la tuberculosis, sin
embargo al 2003 hay 182 paises que cuentan con el TAES (WHO, 2005).
Aungue la implementacién del programa TAES en el mundo ha reducido
visiblemente la incidencia de casos, el surgimiento de cepas
multidrogoresistente (MDR) y la asociacién con el virus de inmunodeficiencia

Humana (VIH) han acentuado el problema.

Tratamiento

Las metas del tratamiento anti-tuberculoso son minimizar la duracion de
la enfermedad, asegurar la cura, prevenir la muerte, prevenir la transmision y
ademas prevenir el surgimiento de cepas multifarmaco-resistentes (Panickar y
Hoskyns, 2006). En las lesiones tuberculosas se pueden encontrar
micobacterias metabdlicamente activas, con bajo metabolismo e inclusive
bacilos en estado de latencia (Frothingham et al., 2005), por lo tanto, es
necesario establecer una terapia que incluya antibiéticos variados a fin de

eliminar a todas las bacterias en los diferentes estados metabdlicos.

Selman Waksman recibi6 el premio Nobel en 1952 por el descubrimiento
del antibiotico estreptomicina y proclamo que las drogas brindarian el camino
para la eliminacién de la “Gran Plaga Blanca”, denominada asi a la tuberculosis

(Jassal y Bishai, 2009). Sin embargo, en los primeros meses del uso masivo de



la estreptomicina se encontraron cepas de M. tuberculosis resistentes a dicho
antibidtico. Esto fue corroborado por el British Medical Research Council en un
ensayo clinico en el que se uso Unicamente estreptomicina durante cinco afios
y se observé so6lo un pequefio beneficio de la estreptomicina comparado con el

grupo control (British Medical Research Council, 1948).

Posteriormente se demostr6 que la administracion simultanea de
estreptomicina y el acido p-aminosalicilico, reducia la produccion de cepas
resistentes a estreptomicina (Ryan, 1992). La isoniacida sintetizada en 1952,
mostré ser mas potente que la estreptomicina y el acido p-aminosalicilico.
Hasta la mitad de los afios sesenta se realizaron ensayos de combinaciones de
estreptomicina, acido p-aminosalicilico e isoniacida, resultando un esquema
efectivo a 12 meses, con terapia de los tres farmacos en los 3 primeros meses
y continuando solo con 2 farmacos el resto del tratamiento.
Desafortunadamente su elevado costo y alta tasa de abandonos no permitio su

uso en forma masiva (Mitchison, 2005).

La rifampicina, obtenida a partir de la rifamicina B aislada del
Streptomyces mediterranei, se us6é en los modernos regimenes de
guimioterapia acortados basados en rifampicina por 6 meses, los dos primeros
meses acompafado de los tres farmacos: estreptomicina, isoniacida y el acido
p-aminosalicilico y los cuatro dltimos meses acompafado Unicamente de

isoniacida; este régimen ha demostrado ser el mas eficaz y mejor tolerado,



pero debido al riesgo de transmision del VIH, se decide cambiar la
estreptomicina que es de administracion parenteral por el etambutol que es de

administracion oral (Hart, 1946).

A medida que se buscaban los mejores protocolos para el tratamiento de
la Th se reportaban un creciente nidmero de casos resistentes a las drogas
antituberculosas, principalmente como resultado de esquemas de tratamiento
inadecuados y el mal apego a los esquemas de tratamiento por los pacientes

(Frieden et al., 1993).

Multifarmaco—-Resistencia

Como otros microorganismos, la base de la resistencia del bacilo de
Koch es la seleccion de bacterias mutantes con resistencia innata a las drogas
antituberculosas existentes. Las epidemias de cepas resistentes pueden
deberse a tres mecanismos: a) conversion de cepas salvajes susceptibles
durante el tratamiento (resistencia adquirida), b) incremento del desarrollo de la
resistencia en cepas ya resistentes a las drogas debido a una quimioterapia
inapropiada (resistencia amplificada) y c) transmisién de cepas mutantes a
personas susceptibles produciendo casos nuevos o recaidas de tuberculosis
resistente (resistencia transmitida) (Jassal y Bishai, 2009). La transmision de
cepas resistentes depende de la virulencia del organismo, si bien las

mutaciones de resistencia pueden disminuir la capacidad de transmision y su



potencial reproductivo, pueden producirse también mutaciones que

restablezcan su capacidad virulenta como las cepas salvajes (Gillespie, 2002).

Aproximadamente el 95% de todos los aislamientos clinicos resistentes
a rifampicina se deben a una mutacion del gen rpoa que codifica la cadena a
del DNA dependiente de la RNA polimerasa del M. tuberculosis. En cambio la
resistencia a isoniacida es mas compleja, existiendo por lo menos cinco genes
implicados entre ellos, algunos de los genes de resistencia que se han descrito

para drogas de primera y segunda linea (Gillespie, 2002).

Pacientes con tuberculosis sin complicaciones que reciben tratamiento
inadecuado, proveen una seleccion favorable para las cepas mutantes
resistentes porque la bacteria puede estar expuesta a un régimen mono-
terapéutico permitiendo la aparicién de resistencia a agentes simples, por lo
gue la terapia combinada es necesaria como proteccién. Las complicaciones
clinicas como el enfisema y la formacion de granulomas permiten que una gran
poblacién de bacilos permanezca en un compartimiento en donde los farmacos

no pueden penetrar o penetran en dosis muy bajas (Kisich et al., 2001).

La adquisicién de resistencia a las drogas es casi siempre causado por
un tratamiento inadecuado, esto puede incluir: que el paciente suspenda el

tratamiento, errores en la prescripcion de medicamentos, ineficiencia de los
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sistemas de salud para suministrar las drogas de forma efectiva, o raramente

una mala absorcion de las drogas (Valore et al., 1998).

En pacientes infectados con un organismo que ha adquirido resistencia
a un agente, es mas probable que adquiera resistencia a otro antibiotico. Una
vez que un determinante de resistencia se ha adquirido, un segundo es mas
facil de adquirir, y si el paciente continGa interrumpiendo su terapia y hay poca
concentracion de farmaco activo disponible para suprimir la aparicion de

mutantes resistentes, éstos emergeran (Kisich et al., 2001).

Nuevos Farmacos

El principio Darwiniano de la seleccién natural predice que las cepas de
tuberculosis resistentes a farmacos continuardn aumentando. Es por ello que la
investigacion en nuevas formas de tratamiento es de suma importancia. Las
fluoroquinolonas son los nuevos agentes mas promisorios para el tratamiento
de la tuberculosis. Otros agentes terapéuticos incluyen otras clases de

farmacos como las oxaolidinonas (Brogden et al., 2001).

Los cambios inmediatos para el control de la tuberculosis incluyen el uso
de regimenes que sean mas cortos 0 que requieran que los pacientes tomen
los farmacos menos frecuentemente. ldealmente, futuros regimenes tendran

ambas caracteristicas, esto es, un régimen de una toma semanal que
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solamente dure 4 meses. Es crucial que farmacos nuevos, mas eficientes y
menos toxicos sean descubiertos para reemplazar a aquellos que ya no

resultan eficientes debido a la resistencia (Jia et al., 2001).

A pesar de que la tuberculosis es un serio problema de salud publica, la
industria farmacéutica no ha mostrado un interés profundo para desarrollar
nuevos farmacos en contra de esta importante enfermedad y como resultado
de ésto ningln nuevo agente antifimico se ha implementado desde el
lanzamiento de la rifampicina en 1966. Como consecuencia, se esta
impulsando a grupos de investigacion para la creacion de nuevos tratamientos
gue puedan reducir el tiempo de administracion y de este modo reducir el

riesgo del surgimiento de nuevas cepas MDR (Jia et al., 2001).

A pesar de que existen algunos avances en el desarrollo de nuevos
farmacos, se ha explorado muy poco el papel de los péptidos antimicrobianos
en el tratamiento de la tuberculosis. Este tipo de péptidos podrian actuar
directamente sobre la bacteria, actuar de forma sinérgica con los farmacos
convencionales, o bien trabajar como inmunomoduladores de la respuesta

inmune.

Péptidos antimicrobianos
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Los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) son los
principales componentes del sistema inmune innato, los cuales estan bien
conservados a lo largo de la evolucién y no representan toxicidad para el
huésped (Raj y Dentino, 2002). Representan una defensa potente ya que
atacan a diversos microorganismos, entre las que se incluyen: bacterias gram
negativas, gram positivas, hongos, parasitos, virus e inclusive células
tumorales. El espectro de accion de los péptidos antimicrobianos esta
determinado Unicamente por la secuencia de aminoacidos con que esté

constituido el péptido que por lo regular son menos de 100 (Zasloff, 2002).

En términos generales los péptidos antimicrobianos se pueden definir
como cadenas cortas de entre 12 y 50 aminoacidos, de bajo peso molecular,
codificados en el genoma. Por lo general son moléculas catidénicas debido a su
alto contenido de lisina y arginina, ademas son anfipaticos, por lo que tienen
estabilidad en ambientes acuosos como hidrofébico y permite alterar la bicapa

lipidica de los microorganismos (Boman, 1995).

Propiedades estructurales

Los péptidos antimicrobianos conforman un grupo heterogéneo de
moléculas de dificil clasificacién, sin embargo existen tres caracteristicas
principales que las distinguen: su tamafio, la mayoria posee carga neta positiva

y adoptan estructuras anfipaticas (Gutiérrez y Orduz, 2003). A pesar de su gran
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variabilidad se le puede agrupar en cuatro categorias: a) Péptidos alfa-
helicoidales, son los mas conocidos y estudiados, su estructura es casi
exclusivamente helicoidal y por su simplicidad es el que ha recibido mayor
atencion por su potencial de sintesis industrial y sus aplicaciones comerciales.
Ejemplo de éstos son la maganinas, dermaseptinas y melitina (Benachir y
Lafleur, 1995), b) Péptidos de estructura extendida, son péptidos que en su
mayoria tienen alto contenido de hojas beta. Se clasifican aqui las defensinas,
protegrinas y lactoferricinas (Lehrer y Ganz, 2002), c) Péptidos de composicion
irregular, son aquellos que tienen una composicion inusual de aminoacidos, los
méas comunes poseen alto contenido de histidinas como las histatinas, o
triptéfano como la indolicina y triptisina (Brewer et al., 1998; Selsted et al.,
1992). En un cuarto grupo se pueden incluir una serie de péptidos con grupos
quimicos atipicos en las proteinas, como la presencia de enlaces tioester en
los antibidticos (Breukink y De Kruijff, 1999) o los pentaiboles que contienen

altas proporciones de a- aminoacido isobutirico (Sansom, 1993).

Mecanismo de accion microbicida de los péptidos antimicrobianos

El preciso mecanismo de accidon no se conoce completamente para
todos los AMP. Varias teorias han sido planteadas para explicar los procesos
moleculares inducidos por los péptidos, pero ninguna asegura que sea lo mas
cercano a la realidad, varios autores proponen la formacion de canales o

interrupciones en la membranas bacterianas (Dawson y Liu, 2008).
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Los AMP tienen un efecto rapido, del orden de minutos bajo condiciones
in vitro (Giangaspero et al., 2001). La gran variedad estructural de los AMP
sugiere que su actividad no esta dirigida a blancos celulares concretos como
enzimas o receptores, sino mas bien a caracteristicas comunes de la

membrana bacteriana (Wade et al., 1990).

En las bacterias gram negativas, tanto la membrana externa como la
interna poseen moléculas anidnicas orientadas hacia el exterior de la célula,
mientras que la mayoria de los péptidos son cationicos. Su interaccion con
fosfolipidos cargados negativamente explicaria su especificad por las
membranas bacterianas y no por los lipidos zwitterionicos de la capa
extracelular de las células eucarioticas (Lenrer et al., 1989). Respecto a la
forma como los péptidos destruyen la membrana, es posible que induzcan lisis
completa de la bacteria, o que la perturben de manera tal que permita la salida
de componentes celulares esenciales, a la vez que se disipa el potencial de

membrana (Park et al., 1998).

Se han creado 4 modelos para explicar el mecanismo de accion de los
péptidos antimicrobianos los cuales son: el mecanismo de barril, el mecanismo
forma anular, mecanismo de alfombra y el mecanismo de agregado, donde el

mecanismo similar en los cuatro es el dafio a la membrana, pero tienen
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variacion en la interaccion y ubicacion de los péptidos en la superficie de la

membrana (Gutiérrez y Orduz, 2003).

Ademas del dafio a las membranas, se han reportado que los péptidos
poseen otros mecanismos de accion, los cuales estan relacionados con los
acidos nucleicos, la sintesis, translocacion y plegamiento de proteinas (Park et
al., 1998). Por ejemplo, la indolicina derivada de los neutrofilos de los bovinos
puede alterar la permeabilidad de la membrana, pero también tienen
mecanismo alternativos al unirse al ADN o a algunas enzimas asociadas a
éste, como la topoisomerasa | y la ARN polimerasa, encontrandose que estos
péptidos pueden inhibir el crecimiento bacteriano mediante la interaccion con

los acidos nucleicos (Marchand et al., 2006).

Funciones inmunomoduladoras de los péptidos antimicrobianos

Los péptidos tienen un amplio rango de funciones inmunomoduladoras,
como controlar de alguna manera la expresion de cientos de genes en
monocitos y células epiteliales, como quimiotactico sobre las células del
sistema inmune, en la induccion de citocinas y diferenciacion celular
promoviendo la angiogenesis, la curacion de las heridas y la resolucion de las

infecciones (Oppenheim y Yang, 2005).
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Algunos fragmentos de péptidos antimicrobianos, a pesar de no tener
actividad sobre bacterias exhiben mecanismos inmunomoduladores sobre el
proceso de cicatrizacion, al inhibir la expresion de interleucinas como la IL8,
estimular la proliferacién de queratocitos y aumentar la infiltracion leucocitaria
(Lee et al., 2004). Otros son capaces de inhibir la actividad de la oxidasa de los
neutrofilos e inducir sindecanos, proteoglucanos y heparansulfatos, moléculas

importantes en el proceso de cicatrizacion (Shi et al., 1996).

Aplicaciones clinicas de los péptidos antimicrobianos

El problema de resistencia al uso de los antibiticos convencionales ha
despertado el interés del desarrollo de péptidos antimicrobianos como agentes
terapéuticos. El principal impedimento del desarrollo de los péptidos
antimicrobianos como terapia sistémica es que algunos péptidos como la
magainina (péptido obtenido de la mucosa de la piel de rana) es efectiva
Unicamente a altas concentraciones, causando toxicidad. Sin embargo, se han
desarrollado agentes de aplicacion tépica como la pexiganana (analogo de la
magainina) que muestra resultados relativamente satisfactorios sin causar

toxicidad (Zasloff, 2002).

Pexiganana demostro tener una excelente actividad antimicrobiana y un
amplio espectro in vitro en 3,109 aislamientos bacterioldgicos clinicos. Ademas,

en 2 ensayos de fase Ill en 835 pacientes afectados por ulceras del pie
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diabético, se uso tOpicamente acetato de pexiganana al 1% en espray y se
observo que el 66% de los pacientes lograron mejoria al final de la terapia

(Lamb y Wiseman, 1998).

El Iseganan es una péptido antimicrobiano sintético derivado de una
protegrina natural en los leucocitos del cerdo, del cual se ha descrito un amplio
espectro in vitro ante bacterias y hongos. Sin embargo, en un estudio realizado
con 502 pacientes que recibieron un tratamiento con enjuague bucal de
iseganan a una dosis de 9mg, seis veces al dia para reducir la estomatitis,
mucositis ulcerativa oral, no demostré ningin beneficio en la reduccién de la

severidad de los dafos (Trotti et al., 2004).

Omiganan es un analogo de la indolicidina, un péptido cationico
originalmente purificado a partir de granulos de neutrofilos de la especie
bovina, que tiene una amplia actividad antibacteriana y antifingica in vitro
(Sader et al.,, 2004). En un ensayo clinico fase Il realizado en 22 sitios del
Reino Unido y USA en 393 niflos con meningococcemia severa, ademas de
recibir su terapia con antibiéticos convencionales se les administro la terapia
adyuvante con Omiganan parenteral (2mg/ kg durante 30 minutos seguida de
2mg/ kg durante 24 horas) y se logro reducir la mortalidad de 9.9 % a 7.4 %

(Levin et al., 2000).
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Por otra parte, se ha observado que la 3 defensina 2 (HBD2) inhibe el
crecimiento de Helicobacter pylori in vitro sugiriendo que HBDZ2 tiene una
funcién importante en la prevencion de gastritis inducida por H. pylori. Asi
mismo, en otro estudio se observd que el péptido antimicrobiano procariético
nisina (producido por bacterias), inhibe el crecimiento de H. pylori y pudiera
considerarse como posible agente terapéutico para el tratamiento de Ulceras

gastricas causadas por H. pylori (Jenssen et al., 2006).

Es importante mencionar que el desarrollo de péptidos modificados,
ofrecen una perspectiva interesante, sin embargo es indispensable no perder
de vista que en algunos casos las modificaciones pueden conducir a la
induccion de efectos impredecibles e indeseables sobre otros patdégenos. Tal
es el caso de los péptidos derivados de la histatina que tuvo mejor actividad en
contra de Candida albicans, pero demostré incrementar la replicacion del virus

de VIH-1(Groot et al., 2006).

Se ha demostrado que las células epiteliales al ser infectadas por M.
tuberculosis producen abundantes cantidades de beta defensinas 2 (HBD-2) la
cual ademas de unirse a la micobacteria produce su lisis (Rivas- Santiago et
al., 2005). Por otro lado se reportd que ratones susceptibles a M. tuberculosis
expresaron una menor produccion de B-defensinas y que ratones resistentes
producen altas cantidades del péptido, lo que probablemente les ayuda a

controlar la infeccion (Rivas- Santiago et al., 2006).
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En un modelo experimental de infeccion latente en ratones, las
defensinas probablemente controlan el crecimiento de M. tuberculosis tanto en
macrofagos como en células epiteliales durante el estado de latencia de la
bacteria. Asi mismo, se ha demostrado que M. tuberculosis es susceptible a la
catelicidina LL-37 in vitro, ya que la catelicidina LL-37 se expresa ampliamente
en macréfagos alveolares humanos durante la infeccion con M. tuberculosis
uniéndose a ésta 'y provocando su lisis. Estos datos sugieren que los péptidos
antimicrobianos son muy importantes durante la infeccion con Mtb y que por lo
tanto pueden ser propuestos como terapéuticos en la tuberculosis pulmonar

(Rivas- Santiago et al. 2006).



MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

El presente trabajo se dividié en dos etapas: 1) La etapa de ensayos in
vitro que se realizé en la Unidad de Investigacion Médica- IMSS de la ciudad
de Zacatecas, Zacatecas, 2) Los trabajos en el modelo murino que se
realizaron en el Departamento de Patologia Experimental del Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zubiran” de la Ciudad de México,

DF.

Duracion del estudio

El periodo de experimentacion in vitro, el desarrollo del modelo murino y

el andlisis de las muestras en el laboratorio comprendié los meses de Julio del

2010 al mes de Mayo del 2011.

Origen de la informacion

Para los ensayos in vitro se utilizaron la linea celular A549 (Neumocitos

alveolares tipo Il) y la cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Para el

desarrollo del modelo murino se emplearon ratones machos BALB/c de 6- 8

semanas de edad.

20
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Variables evaluadas

En los ensayos in vitro se evalud la citotoxicidad de los péptidos en la
linea celular A549 mediante el conteo de células muertas, asi como la
determinacién de la concentracidbn minima inhibitoria (MIC) de los péptidos
frente a M. tuberculosis H37Rv. En el modelo murino se evaluaron el
porcentaje de &rea neumonica y la cuantificacion de bacterias vivas en pulmon

de ratones infectados con la cepa de M. tuberculosis H37Rv.

Metodologia

Ensayo colorimétrico de azul alamar

Se utilizé la cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv procedente de
la Unidad de Investigacion Médica —IMSS de Zacatecas. La cepa se mantuvo a
-70°C en medio MSTA (Sauton Tween Albumina Modificado; Becton Dickinson,
France) hasta el momento de su uso. Posteriormente se realizé una siembra en
15 ml de caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, France) enriquecido con
OADC (acido oleico, fraccibn V de albumina bovina, dextrosa, catalasa y
cloruro de sodio; Becton Dickinson, France) y se incub6 durante 15 dias. De
este cultivo se hizo una suspension la cual se iguald al tubo No.1 de la escala

de McFarland (300 x 10° bacterias por ml), y a partir de esta suspensién se
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realizé una dilucién 1:20, utilizandé como diluyente el medio Middlebrook 7H9

enriquecido con OADC.

Péptidos antimicrobianos: se utilizaron los siguientes péptidos
antimicrobianos sintéticos: HH2, 1002, 1018 (provenientes de modificaciones
del peptido LL-37) los cuales fueron donados por el laboratorio de Inmunologia
de la Universidad de British Columbia, Vancouver Canada. Asi mismo, se
utilizé el péptido K9 CATCH (proveniente de medula ésea de perro), que fue
donado por el laboratorio de Inmunologia Comparada de Kansas State
University U.S.A. Los péptidos fueron pesados y diluidos en 500 ul de agua
desionizada y estéril, se calculé su concentracion quedando de la siguiente
manera: HH2 (8.5ug/ul), 1002 (10.8ug/ul), 1018 (6 pg/ul) y KOCATCH
(7.2pg/ul), a esta solucion se le denomind solucion stock, los cuales se
conservaron -70°C. A partir de esta soluciébn se prepardé una solucién de
trabajo, la cual estaba cuatro veces méas concentrada (512 pg/ml) que la
concentracion maxima a utilizar (128 ug/ml) en las pruebas. A partir de la
solucién de trabajo de cada uno de los péptidos se prepararon seis diluciones
progresivas en base dos en caldo Middlebrook 7H9. Los rangos de

concentracion estudiadas fueron 128 ug/ml, 64ug/ml, 32 pg/ml, 16ug/ml, 8ug/mi

y 4ug/ml.

Preparacion de la microplaca: se utilizaron microplacas de 96 pozos

estériles de fondo plano (Costar, Ontario Canada), las cuales estaban



23

numeradas en la parte superior de 1-12 y por la parte lateral izquierda con las
letras de A-H. A los pozos de la periferia al igual que a los pozos 2B:2G,
3B:3G,10B:10G y 11B:11G se les adicionaron 200 ul de agua destilada estéril,
para evitar la evaporacion. A las filas B a la G y columnas 4 a 9, se les
adicionaron 100 ul de medio Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC. A los
pozos de la columnas 4 a 7 de la fila B se les adicionaron 100 pl de la solucion
de trabajo de cada péptido. Ademas, en la columna 8 de la fila B se le agrego
el antibiotico rifampicina como control interno de inhibicidon a una concentracion
de 2ug/ml. Con la pipeta multicanal, se mezclo y transfirio 100 pul al siguiente
pozo y asi sucesivamente hasta terminar en la dilucién de la fila G y se
descartaron 100 pl de la dltima dilucion. Se adicionaron 100 pl de la suspension

bacteriana de M. tuberculosis H37Rv a cada pozo que contenia la droga.

También a los pozos de la fila 9 de la columna C a la F se les adicioné la
suspension bacteriana a fin de servir como controles de viabilidad bacteriana.
Al pozo G9 se le adicionaron 100 ul de medio Middlebrook 7H9 enriquecido con
OADC y 2 ul de la suspension bacteriana, la cual correspondio al control diluido
1: 100 con un contenido del 1% de la poblacion total de micobacterias y que se
utilizé para la lectura de la prueba. Los rangos de las concentraciones finales
de las diluciones de los péptidos fueron de 4ug/ml a 128 pg/ml mientras que
para la rifampicina fue de 0.062 pg/ml a 2.0 ug/ml. Al pozo B9 se le adicionaron
200ul de caldo Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC y se utiliz6 como

control de medio de cultivo.
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La placa se incubd a 37°C por 5 dias. Al quinto dia se adicionaron 30 pl
de resazurina al 0.1% a los pozos C9 al F9 y se incubo durante 24 horas mas.
Al notar el cambio de color de azul a rosa intenso, se adicionaron 30 pl de

resazurina al 0.1% al resto de la placa y se incub6 a 37 °C por 24 horas mas.

La lectura se realizé teniendo como referencia los controles. Primero se
interpretd el control de medio de cultivo, el cual debi6 permanecer azul,
indicando la ausencia de contaminacion. Posteriormente se evaluaron los
pozos correspondientes a los péptidos y se determind el MIC, esto se hizo
comparando con el color del pozo diluido 1:100. EI MIC correspondié al pozo
de mas baja concentracién del péptido en el cual la intensidad del color fué

menor o igual al pozo de control diluido.

Ensayo de citotoxicidad

Para determinar si los péptidos antimicrobianos tienen efecto citotoxico
sobre las células, se sembraron neumocitos alveolares de humano tipo Il
(A549; American Type Culture Colection (ATCC) reference number CCL185)
en una botella de cultivo de 75 cm? (Costar, Ontario, Canadd). Una vez que se
encontraron en confluencia de 90%, se desprendieron siguiendo el protocolo
del fabricante (A549; American Type Culture Colection (ATCC) reference

number CCL185). Luego se sembraron las células en una placa de 48 pozos y
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se incubaron por 24 horas a 37 °C. Una vez adheridas las células, el medio de
cultivo fue removido y se agregaron 300ul de RPMI con 1% de suero fetal
bovino. Ademés se afadieron 100 ul de la solucion de trabajo de cada péptido.
Con la pipeta multicanal se mezclé y transfirieron 100 ul al siguiente pozo hasta
llegar a la fila C donde se descartaron 100 pl. A la fila D no se le aplicé ningun
tratamiento ya que fue el pozo testigo. De esta manera se probaron 3
concentraciones de los péptidos, las cuales fueron 128 pg/ml, 64ug/ml y 32

ug/ml, por un tiempo de exposicion de 18 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se le agregaron 30 ul de azul de tripano
y se observaron en el microscopio invertido a 40X. Se contaron 3 campos, se
obtuvo el nimero de células tefiidas (células muertas) y células no tefidas
(células vivas). Se calcul6 el promedio de células vivas y células muertas en
base a los 3 campos y con estos datos se obtuvo el porcentaje de células

muertas.

Microscopia electrénica

Se utiliz6 un cultivo de M. tuberculosis H37Rv en fase logaritmica
crecido en medio Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC. Se prepararon 4
alicuotas de 1.5 ml que fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 5 minutos y
resuspendidas en agua peptonada. Se utilizd una alicuota por cada péptido, a

la cual se le agregaron 100 ul de la solucion de trabajo de cada péptido y se
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incubaron a 37 °C por 18 horas. Transcurrido el tiempo las alicuotas fueron
centrifugadas a 10,000 rpm por 5 minutos para remover el agua peptonada.
Una vez removida el agua peptonada se agregaron 100 ul de la solucion de
glutaraldehido al 2% disuelto en cacodilato al 0.1M y fueron incubados a 4°C
por una hora. Transcurrida la hora de incubacion se centrifugd por 5 minutos a
10,000 rpm para remover el glutaraldehido, se lavé el pellet formado con buffer

de fosfato al 0.1M en dos ocasiones.

Una vez lavado el pellet se le agrego6 tetraoxido de osmio al 1% y se
incub6 por una hora a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
incubacion, los pellets fueron deshidratados con soluciones de alcohol en
grado creciente (30% de etanol por 10 min, 60% de etanol por 10 min, 90% de
etanol por 10 min, 100% de etanol por 10 min y 100% de etanol por una hora).
Una vez deshidratados los pellets fueron embebidos en resina Procure 812 y
se dejaron polimerizar. Una vez formado el bloque se realizd6 un corte
aproximado de 100 nm, utilizando un micrétomo con punta diamante. Los
cortes fueron tefiidos con acetato de uranio. Se examinaron con un
microscopio electronico de transmision Philips EM201 donde las imagenes

fueron tomadas con una cadmara de 35-mm.

Modelo experimental de infeccidén de tuberculosis en ratones
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Todos los animales fueron tratados conforme a la regulacién del Comité
de Etica de Animales de Experimentacion de México. El modelo de infeccion se
basa en lo descrito previamente por Herndndez Pando (1996) en el cual se
usaron ratones machos BALB/c de 6- 8 semanas de edad. La cepa virulenta de
M. tuberculosis H37Rv fue cultivada en medio Proskauer y Beck modificado de
Youman's. Después de cuatro semanas de cultivo las colonias fueron
suspendidas en buffer salino de fosfatos (PBS) conteniendo 0.05% Tween-80 y
colocadas en agitacion durante 10 minutos con perlas de vidrio. La suspension
se centrifugd durante un minuto a 350 g para eliminar los grupos grandes de
bacilos. A continuaciéon la suspensién fue diluida hasta obtener una
concentracién de 1 X 10 ° bacterias en 100 pl de PBS y se guardaron en
alicuotas de 1.5ml a -70 °C. Antes de utilizar las bacterias fueron contadas y

comprobada su viabilidad segun lo descrito por Hernandez- Pando (1996).

Para lograr la infeccion intratraqueal, los ratones fueron anestesiados de
la siguiente manera: se colocaron 10 animales en una caja hermética de 30cm
x 10cm x 15cm y se depositdé 1 ml de sevoflurano. Una vez anestesiado el
animal, se colocd en posicion ventro dorsal y se le introdujo una canula
flushing, dentro de la traquea, moviendo la protuberancia que se encuentra en
la canula y sintiendo los anillos traqueales. Una vez en la trdquea se
depositaron 100 pl de PBS conteniendo una concentracién de 1 X 10 °
bacterias. Los ratones fueron mantenidos en posicion vertical hasta que pasara

el efecto de la anestesia. Los animales infectados fueron mantenidos en grupos
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de 10 animales en cajas con micro aisladores por 60 dias. Transcurrido el
tiempo los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos
experimentales con 10 ratones cada uno y a los cuales se les aplicaron los

siguientes tratamientos:

Grupo 1: 10 ratones que recibieron 32 ug del péptido HH2 en 100ul de
agua estéril; grupo 2: 10 ratones que recibieron 32 ug del péptido 1002 en
100ul de agua estéril; grupo 3: 10 ratones que recibieron 32 ug del péptido
1018 en 100ul de agua estéril; grupo 4: 10 ratones que recibieron 32 pg del
péptido K9 en 100ul de agua estéril y grupo 5: 10 ratones que recibieron 100l

de agua estéril.

Los tratamientos se iniciaron a los 60 dias postinfeccion tres veces por
semana (lunes, miércoles y viernes). El sacrifico de los animales se dividié en
dos tiempos; el primer tiempo fue a los 30 dias postratamiento, y el segundo
tiempo fue a los 60 dias postratamiento. Cada tiempo de sacrificio tuvo 4
animales. El método de sacrificio fue apegado a la NOM-033-ZO0O-1995
(Sacrificio humanitario de animales domésticos y silvestres). Todos los
procedimientos y sacrificios se realizaron en campanas de bioseguridad

bioldgica tipo 3.

Determinacion de Unidades formadoras de colonias (UFC) en pulmon



29

Inicialmente se preparé medio de cultivo Middlebrook 7H11 (Difco Labs,
Detroit, MI, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante, se esterilizd y se
enriquecié con OADC para finalmente colocarlo en cajas petri (13 ml aprox.).
Se dejo gelificar y se sometieron a prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas.

Se guardaron en refrigeracién a 4°C hasta su uso (no mas de una semana).

Para cuantificar el numero de bacterias viables se utilizaron los
pulmones derechos de cuatro ratones después de uno y dos meses de
tratamiento. Los pulmones se homogenizaron con un politron (Kinematica,
Luzern, Switzerland) en tubos Falcon estériles con solucidén salina. Se lavo la
punta del politrén antes y después de homogeneizar cada muestra. Una vez
homogenizados los tejidos se tomaron alicuotas de 450 L, haciendo una
dilucién 1:10 en forma seriada (10, 102 10®) de cada dilucién en tubos
Eppendorf, y del concentrado se tomaron 20 ul y se colocaron en las cajas petri
con agar, todo por duplicado. Una vez absorbida la gota de cada dilucion
colocada en el agar, las cajas fueron invertidas e incubadas a 37°C con 5% de

CO, durante 21 dias, posteriormente se cuantificé las UFC.

Preparacién de tejido pulmonar para histologia y morfometria

Para el estudio histologico, los pulmones izquierdos de cuatro ratones

de uno y dos meses de tratamiento fueron fijados por perfusién intratraqueal

con alcohol absoluto. El tejido fue deshidratado con alcoholes de concentracién
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creciente. Se incluyeron en parafina, se cortaron a 5 um de espesor y se
tiieron con hematoxilina y eosina. En estas laminillas histolégicas se determin6
la superficie pulmonar afectada por neumonia, utilizando un equipo
automatizado de analisis de imagen Zidas Zeiss (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK) y

Q500IW Leica.

Analisis estadisticos

Para la obtencion del MIC y la citotoxicidad, se realiz6 una sumatoria de
los resultados y se obtuvo la media. Mientras que para comparar los efectos de
los péptidos utilizados respecto al grupo testigo en la determinacion de
unidades formadoras de colonias en pulmén y andlisis morfométrico, los
resultados obtenidos se analizaron con la prueba para datos no paramétricos
utilizando Kruskal- Wallis y una prueba de comparacion multiple de Dunn’s,

utilizando el programa GraphPad Prism version 4.03.



RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo colorimétrico de azul alamar

En el ensayo colorimétrico la cepa de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv resulté sensible a los cuatro péptidos antimicrobianos con un MIC de
29.33 ug/ml para el péptido 1002, 29.33 ug/ml para el péptido HH2, 16 ug/ml
para 1018 y 10.66 ug/ml para el péptido K9. Para el antibiético de referencia
que se utilizé en el ensayo, rifampicina, el MIC fué de 0.1043 pg/ml (Figura 1).
El resultado de la rifampicina coincide con lo publicado por Acosta et al., (2004)
gue obtuvo 0.11 ug/ml lo que demuestra que la dilucion de los péptidos y el
farmaco fue adecuada en el ensayo. De la misma manera otros péptidos
probados por el método colorimétrico, como los son el PR-39 (aislado de
intestino de cerdo) (Linde et al., 2001), el péptido siringopeptinas (producido
por bacterias) (Grgurina et al., 2005) y el péptido sintético Nisin S (Carroll et al.,
2010) han demostrado ser activos contra M tuberculosis, pero otros como la
cepronina y melitina mostraron nula actividad antimicrobiana frente a cepas de

M. tuberculosis (Zerbini et al., 2006).

El ensayo realizado de azul alamar ademas de ser un meétodo
colorimétrico se ha reportado que los resultados tienen buena concordancia
con los métodos de las proporciones (Yakjo et al., 1995), ademas de una

sensibilidad de 98% y una especificidad de 97.5% (Luna- Herrera et al., 2003),
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Figural. MIC obtenido de cada uno de los péptidos asi como del
antibidtico rifampicina frente a M. tuberculosis H37Rv por el
método colorimétrico de azul alamar.
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la Unica desventaja de esta técnica es la bioseguridad requerida, ya que
requiere de medios liquidos y esto genera aerosoles que pueden dispersar la

micobacteria (Abate et al., 1998).

Ensayo de citotoxicidad

Al exponer los neumocitos A549 a una concentracion de 32 ug/ml de
cada uno de los péptidos se obtuvieron los siguientes datos: para los péptidos
HH2, K9 y 1002 fue de 95% de viabilidad y para el péptido 1018 la viabilidad
fue de 75%. Mientras que a una concentracion de 128 ug/ml el péptido 1018
presentd la menor viabilidad celular con un porcentaje de 60% (Figura 2).
Estudios in vitro previos con los péptidos cepronina, PR-39 y NK-lisina, no
mostraron efectos citotdxicos en las lineas celulares 3B6, K562, U932 y EL-4
(Catrina et al., 2009). En modelos murinos se ha probado el péptido P34 en
ratones BALB/C, y no se observaron reacciones de hipersensibilidad o
aumento significativo de los titulos de anticuerpos (Vaucher de almeria et al.,
2011), por lo tanto se demuestra que los péptidos no son citotoxicos para las
células eucariotas. Boman (1995) por los resultados de sus experimentos,
propone que los péptidos antimicrobianos no atacan a las células propias por el
hecho de que a diferencia de las células procariotas las células eucariotas
normales tienen colesterol en su membrana, lo cual impide el reconocimiento

de los péptidos antimicrobianos sobre ellas.
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Figura 2. Resultado de viabilidad celular en la linea A549, obtenido para
cada uno de los péptidos a 3 diferentes concentraciones.
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Microscopia electrénica

En las imagenes obtenidas de la cepa de M. tuberculosis H37Rv
expuesta a los péptidos 1018, 1002 y HH2 se observaron marcadas
interrupciones de la membrana (Figura 3 inciso B y C), asi como algunas
malformaciones bacterianas como engrosamiento de la membrana bacteriana
(inciso A), invaginaciones (inciso D), vacuolaciones (inciso C) y cambios
morfoldgicos (inciso D). Mientras que con el péptido K9 se observé ademas del
dafio en la membrana una condensacion del contenido citoplasméatico y
malformaciones en la forma tipica de la bacteria (Figura 3). Estos resultados
coinciden con los mecanismos de accion reportados para los péptidos Bl y
SMAP29 los cuales inducen cambios en la morfologia de la membrana (Chen
et al.,, 2011). Esto puede deberse a que las cargas de los péptidos son
positivas y son atraidas electrostaticamente hacia las superficies polianionicas
de las paredes, ya sea por los &cidos teicoicos, lipoteicoicos o por los
lipopolisacéaridos de las bacterias (Téllez y Castafio, 2010), y al causar dafios
en la membrana forman poros y hay una liberacibn de contenido
citoplasmatico, lo que causa trastornos en el metabolismo bacteriano
provocando la lisis celular (Boman, 1996). Ademas del dafio a la membrana se
pueden observar dafios en el interior de la bacteria, como es el caso del
péptido K9 (Figura 4), cuyo mecanismo de accion pudiera compararse con lo
gue Park y colaboradores (1998) afirman, que algunos péptidos son capaces

de traspasar la membrana y acumularse dentro del citoplasma, y que, como lo



Figura 3.
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Efecto de los péptidos sobre M. tuberculosis H37Rv, A) Cepa
expuesta al péptido HH2 donde se observa un marcado
engrosamiento de la membrana 25 000X B) Cepa expuesta al
péptido 1002, se observa marcada ruptura de membrana
bacteriana 40,000x C) Cepa expuesta al péptido K9, nétese la
vacuolaciones, condensacion del contenido citoplasmatico y
dafio en la membrana 25, 000x D) Cepa expuesta al péptido
1018 notese las invaginaciones en la membrana vy
malformaciones 40 000x.
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A

Figura4. Efecto del péptido K9, notese que ademas del dafio a las
membranas (A) se presenta una condensacion del contenido
citoplasmatico (B).
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Afirman Kragol y colaboradores (2001), interfieran en la sintesis proteica de las

bacterias al unirse al ADN y/o enzimas asociadas a este.

Unidades formadoras de colonias

Después de 30 dias de tratamiento con los péptidos a los ratones, esto
es al primer tiempo de sacrificio, se observd una disminucion en la carga
bacteriana en pulmén comparado con los del grupo testigo para los tratados
con los péptidos HH2, 1018 y K9. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes: para los animales tratados con el péptido HH2 se obtuvo 14.18 X10
® UFC, para los animales que recibieron el péptido 1018 se contabilizaron 13.08
X10 ° UFC vy para los tratados con el péptido K9 se obtuvieron 11.41 X10 °
UFC. Este ultimo mostrd diferencia significativa (p<0.05) (Figura 7) respecto al
grupo testigo donde se contabilizaron 17.2 X10 ® UFC. Solamente aquellos
animales tratados con el péptido 1002 mostraron un conteo de unidades
formadoras de colonias de 22.58 X10 °, que fue inclusive mayor que los

animales del grupo testigo (Figura 5).

A los 60 dias de tratamiento, correspondiente al segundo tiempo de
sacrificio, el conteo de unidades formadoras de colonia resultd en una
disminucién de la carga bacteriana, obteniendo que los animales tratados con

el péptido HH2 registraron 0.122 X10 ® UFC mientras que los animales tratados
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con el péptido 1018 mostraron 0.125 X10 ® UFC. A diferencia del primer tiempo
de sacrificio, aqui los animales tratados con el péptido 1002 mostraron una
disminucién en la carga bacteriana en pulmén de 0.094 X10 ® UFC. Ademas,
los ratones tratados con el péptido K9 mostraron UFC de 0.058 X10 ° y fue el
unico que mostro diferencias significativa (p<0.05)(Figura 7) respecto al grupo

testigo donde se contabilizaron 5.11 X10 ® UFC (Figura 6).

El elevado conteo de unidades formadoras de colonias registrado en el
primer tiempo de sacrificio en los animales tratados con el péptido 1002, se
puede deber a que este péptido es una modificacién del péptido original LL-37,
el cual se ha reportado que favorece el crecimiento de M. tuberculosis, no
siendo asi para los péptidos HH2, 1018 y K9 que obtuvieron una carga bacilar
menor, mientras que otros péptidos como los HNP-1 y HNP-3 si eliminan al
microorganismo (Martineau et al., 2007). Otros estudios sefialan que el uso de
los péptidos en sinergia con los farmacos convencionales reducen las UFC, tal
es el caso del péptido Protegrin-1 en sinergia con la isoniazida que eliminaron
al 100% las UFC viables (Fattorini et al., 2004). Por lo que el uso de cualquiera
de estos péptidos evaluados en este estudio en combinacién con farmacos
convencionales pudiera tener un efecto sinérgico y eliminar completamente a
M. tuberculosis. Ademas, se ha reportado que algunos péptidos muestran
actividad tiempo-dosis dependiente contra los bacilos en los pulmones, tal es el
caso del peptido HNP-1 que requiere mayor dosis conforme aumenta el tiempo

de tratamiento (Kalita et al., 2004). Razon que pudiera provocar lo observado
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Figura 6. UFC contabilizadas al segundo tiempo de sacrificio (60 dias).
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Dias de Tratamiento Valor de P
60 Dias
Kruskal Wallis 30 dias 0.0124 *
Prueba de Dunn’s.

Control vs K9 19.52 *
Control vs 1018 5.870 NS
Control vs HH2 5.870 NS
Control vs 1002 -3.600 NS

60 Dias
Kruskal Wallis 60 dias 0.0108 *
Prueba de Dunn’s.

Control vs K9 17.92 i
Control vs 1018 9.583 NS
Control vs HH2 9.667 NS
Control vs 1002 12.42 NS

Figura 7. Analisis de los datos de UFC a los 30 y 60 dias de tratamiento

utilizando la prueba de Kruskal-Wallis y comparacién multiple por la

prueba de Dunn’s. *P<0.05, ** P<0.01, NS = No Significativo
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en el segundo tiempo de sacrificio respecto a la disminucion en la carga

bacilar.

Analisis morfométrico del area neumodnica

El porcentaje de area neumonica al primer tiempo de sacrificio mostro
una disminucion comparada con el grupo de animales testigos que fue de
17.29%. Para los animales tratados con el péptido HH2 el area neumonica fue
de 14.18%, en los animales que recibieron el péptido 1018 fue de 13.08%,
mientras que para el péptido K9 fue de 11.41%. Este ultimo mostré6 una
diferencia significativa (p<0.05)(Figura 10) en comparacion con el grupo testigo.
Sin embargo para los animales tratados con el péptido 1002, el porcentaje de
neumonia fue de 22.58% lo cual concuerda con la alta carga bacilar que se

observa en las UFC al primer tiempo de sacrificio (Figura 7).

Al segundo tiempo de sacrificio se observé una disminucion en el area
neumonica de los animales tratados con todos los péptidos respecto al grupo
testigo que mostré un area neumonica de 28.10%. Para los ratones tratados
con el péptido HH2 se observé un area neumonica de 16.5%, mientras que
para los tratados con el péptido 1018 fue de 13.10% y para los tratados con el
péptido K9 el area neumonica fue de 8.31%, siendo este ultimo el unico que
mostro diferencias significativas (p<0.05) (Figura 10) comparado con el grupo

testigo.



44

% de area
Neumobnica

Testigo K9 1018 HH2 1002

Figura 8. Porcentaje del area neumonica al primer tiempo de sacrificio (30
dias).
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En el caso particular del péptido 1002 se observé un area neumonica de
13.35% la cual disminuyé en comparacion con el porcentaje neumonico
obtenido en el primer tiempo de sacrificio, esto concuerda con la disminucién

de las UFC obtenidas en el segundo tiempo de sacrificio (Figura 8).

Un aumento en el &rea neumonica se puede deber a que a pesar de que
la interaccibn con la membrana bacteriana es uno de los principales
mecanismos de accion de los péptidos, no es el Unico (Gutiérrez y Orduz,
2003). También poseen funciones inmunomoduladoras como lo son la
migracion de los leucocitos y la activacion de las vias de la sefializacion, ya
qgue se ha demostrado que algunos péptidos protegen contra infecciones a
pesar de no tener actividad directa contra las bacterias (Gallo et al., 1994).
Otros péptidos como el HNP-1 posee una alta actividad in vivo por sus efectos

potenciadores como quimiotaxis de células T y monocitos (Kalita et al., 2004).

Se puede deducir que en el caso del péptido 1002 mostré un porcentaje
mayor de area neumonica debido a que el péptido original LL-37 (del cual éste
es precursor) induce la liberacién de citoquinas proinflamatorias, ademas, los
péptidos que causaron poca neumonia se puede deber a que promovieron la
ingestion de bacilos por los macréfagos alveolares, a la sintesis de sustancias
anti-inflamatorias y/o, a su participacion en la reparacion de tejidos al promover

la proliferacion celular (Elsbach, 2003).
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Figura 9. Porcentaje del area neuménica al segundo tiempo de sacrificio (60
dias)
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Dias de Tratamiento Valor de P
30 Dias
Kruskal Wallis 0.0115 *
Prueba de Dunn’s.

Control vs K9 11.80 *
Control vs 1018 7.400 NS
Control vs HH2 7.400 NS
Control vs 1002 -2.600 NS

60 Dias
Kruskal Wallis 60 dias 0.0544 *
Prueba de Dunn’s.

Control vs K9 13.40 *
Control vs 1018 9.000 NS
Control vs HH2 4.400 NS
Control vs 1002 7.200 NS

Figura 10. Andlisis de los datos de porcentaje de area neumonica a los 30 y 60

dias de tratamiento utilizando la prueba de Kruskal-Wallis y

comparaciéon multiple por la prueba de Dunn’s. *P<0.05,%* %

P<0.01, NS = No Significativo




CONCLUSIONES

Con este trabajo se determind el efecto terapéutico de los péptidos
antimicrobianos HH2, 1002, 1018 y K9 en la tuberculosis pulmonar tanto in

vitro como en el modelo murino.

En los ensayos in vitro los péptidos mostraron que inhiben el crecimiento de
M. tuberculosis H37Rv y en los ensayos de citotoxicidad ninguno de los

péptidos mostro dafio a los nheumocitos A549.

De los péptidos HH2, 1002, 1018 y K9, el péptido K9 pudiera ser considerado
un candidato potencial como terapéutico en la tuberculosis pulmonar
experimental. Ademas debido a que solo se evalué el efecto de estos péptidos
con la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv, es necesario exponer los
péptidos a cepas MDR o hipervirulentas como la cepa Beijing. Al igual que
evaluar el efecto de estos péptidos en sinergia con los antifimicos

convencionales.
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