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Resumen

Los antibidticos tradicionales estan perdiendo efectividad frente a bacterias
multirresistentes, las cuales se producen por el uso excesivo e inapropiado de agentes
antibacterianos y por una seleccion natural de cepas bacterianas resistentes. Estas bacterias son
cada vez mas comunes y representan una amenaza para la salud mundial. El Sistema Mundial de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos emitié un informe en 2018 que mostraba que
las principales bacterias que presentan una mayor resistencia a los antimicrobianos son
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Mycobacterium tuberculosis.
Esto ha planteado la necesidad de encontrar nuevas soluciones para combatir estas infecciones. En
este estudio, se analizé la actividad de dos péptidos antimicrobianos frente a S. aureus resistente a
la oxacilina (C-ORSA), E. coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), K.
pneumoniae portadora del gen KPC (K. pneumoniae carbapenemasa) y Serratia marcescens. Estos
péptidos antimicrobianos son una alternativa innovadora para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias multirresistentes. Los péptidos antimicrobianos son moléculas naturales o
sintéticas que poseen una amplia actividad inhibitoria contra una gran variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias, virus, hongos y protozoos. Ademas, existe una baja
probabilidad de que las bacterias desarrollen resistencia en comparacion con los antibidticos
tradicionales. El estudio utiliz6 la metodologia de la Minima Concentracion Inhibitoria (MIC) y
una prueba hemolitica. Se realizaron ensayos en placas de microdilucion de 96 pocillos, con 10
diluciones de los péptidos, siendo 512 pg/ml la més alta y 1 pug/ml la mas baja. Se realizaron 7
repeticiones por triplicado de cada ensayo para asegurar la repetitividad y la reproducibilidad de
los resultados. Los hallazgos demostraron que los péptidos Dermaseptina sp7 y Dermaseptina sp10
exhibieron actividad inhibitoria frente a S. aureus (C-ORSA) y E. coli (BLEE), a concentraciones
de 64 32 pg/m y 32 pg/m de MIC respectivamente, mientras que sobre K. pneumoniae y S.
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marcescens no mostraron esta actividad. Estos péptidos no son citotdxicos para los eritrocitos.
Estos resultados sugieren que la Dermaseptina SP7 y la Dermaseptina SP10 podrian ser una opcion
terapéutica prometedora para tratar infecciones causadas por bacterias S. aureus y E. coli
multirresistentes.

Introduccion

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming, se mantuvo un
equilibrio entre las infecciones causadas por microorganismos y la salud (1). En 1939, Florey y
Chain desarrollaron métodos para el andlisis y ensayo de la penicilina y para su produccion a gran
escala (2). Desde ese momento, varias compariias farmacéuticas comenzaron a obtener nuevas
moléculas antibidticas a partir de diferentes microorganismos o derivados semisintéticos de los
mismos (3). Cuando se estaban desarrollando nuevos antibi6ticos con un amplio espectro, a partir
de varios compuestos pertenecientes a diversas familias de beta-lactamicos, aminoglucdsidos,
tetraciclinas y macrolidos antimicrobianos, las bacterias empezaron a mostrar los primeros signos
de resistencia (4). En palabras de (5), en el afio 1940 aparecieron los primeros aislados de S. aureus
resistentes a la penicilina, determinados por la presencia de enzimas hidroliticas penicilinasas (6),
y para el afio 1960, este microorganismo se volvid resistente a la meticilina debido a la presencia
del gen mecA (7). En la década de los 80, como (8) aparecieron las primeras cepas de
microorganismos BLEE (p-lactamasas de espectro extendido) y resistentes a la vancomicina (9).
En la década de 2000, se presentd el primer caso de M. tuberculosis resistente a varios farmacos
(10) y en 2010 se reportd el primer caso de K. pneumoniae productora de KPC tipo 2 en Ecuador
(11). La problematica de la resistencia a los antibidticos es una amenaza para la salud que crece a
nivel mundial, y se prevé que cobrard mas vidas que todas las formas de cancer combinadas para
2050 si no se puede controlar (12).

En el informe de 2022 del Sistema Global de Vigilancia y Uso de la Resistencia
Antimicrobiana con sus siglas en inglés (GLASS), se evidencia la existencia de niveles
preocupantes de resistencia en bacterias que frecuentemente causan infecciones del torrente
sanguineo en entornos hospitalarios, como K. pneumoniae y Acinetobacter spp (13). Estas
infecciones pueden ser potencialmente mortales y requieren el uso de antibidticos de altimo
recurso, como los carbapenémicos (14). Sin embargo, se reporto que el 8% de las infecciones del
torrente sanguineo causadas por K. pneumoniae eran resistentes a los carbapenémicos, lo que
incrementa el riesgo de muerte debido a infecciones intratables. Ademas, el informe revela que la
resistencia mediana a las cefalosporinas de tercera generacion en las infecciones sanguineas
causadas por E. coli fue del 41.8%, mientras que la resistencia mediana a la meticilinaen S. aureus
fue del 34.7% (14).
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(15) realizé un analisis en pacientes de cuidados intensivos, donde se encontraron los
siguientes porcentajes de resistencia en algunas bacterias:

o E. coli mostr6 un 79% de resistencia a ceftriaxonay un 77.8% de resistencia
a cefepime, lo cual esta asociado a la presencia de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE).

o K. pneumoniae presentd una resistencia del 40% a los carbapenémicos, tanto
imipenem como meropenem.

o Pseudomonas aeruginosa mostrd una resistencia del 37.5% a ceftazidima,
del 44% a imipenem.

o S. aureus present6 una resistencia del 38.5% a oxacilina.

En relacion con el microorganismo sujeto a vigilancia de resistencia antimicrobiana, se ha
reportado que E. coli presenta el mayor porcentaje de resistencia, superando el 50% de los aislados
de los servicios hospitalarios registrados por el Centro de Referencia Nacional para la Resistencia
Antimicrobiana (CRN-RAM) - Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion (INSPI). Le
siguen en porcentaje de resistencia K. pneumoniae, S. aureus y P. aeruginosa. Sin embargo, se ha
observado que S. marcescens presenta resistencia en cantidades menores en comparacion con las
demas bacterias (16) y (15). Por esta razon, en este estudio se analizo el efecto antimicrobiano
sobre las bacterias K. pneumoniae, S. aureus, E. coli y S. marcescens al ser las bacterias con mayor
porcentaje de resistencia en Ecuador.

(12) advirtié sobre un aumento progresivo de la resistencia de diversas bacterias Gram
positivas y Gram negativas, a los antimicrobianos. Segun (17), la resistencia a los antibiéticos se
refiere a la disminucion en la eficacia de un medicamento para curar una enfermedad o condicion.
Estos medicamentos alteran la composicion del agente infeccioso, lo que lleva a la adaptacion o
mutacion bacteriana y, a su vez, a la aparicion de nuevas cepas gque son resistentes al tratamiento
antibidtico actual (18). En la ultima década, se ha observado la aparicion de microorganismos
resistentes a diversas familias de farmacos, lo que ha llevado a una disminucion en el
descubrimiento, desarrollo y distribucion de nuevas clases de antibidticos, que no se han
incorporado al arsenal terapéutico (19). Segun (20) desde principios de la década de 1980, ha
habido una disminucién constante en el nimero de nuevos antibiéticos que se han lanzado al
mercado, llegando a solo dos especialidades aprobadas por la FDA para el periodo comprendido
entre 2008 y 2017. Esto se debe a que se ha modificado tanto la estructura quimica como molecular
de los medicamentos para evitar los mecanismos de resistencia adquiridos por las bacterias,
ampliando asi su espectro de accion (21). Teniendo una produccion baja, esto se debe a que los
regimenes de antibidticos se administran durante periodos de tiempo limitados, lo que los hace
menos rentables en comparacion con los medicamentos utilizados para tratar enfermedades
cronicas (21). Ademas, los agentes antibacterianos en fase de desarrollo no son suficientes para
hacer frente al desafio de la multirresistencia.

11
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Debido a la creciente resistencia de las bacterias multirresistentes, como E. coli, K.
pneumoniae, S. aureus y M. tuberculosis, a los antimicrobianos convencionales (22), se busca
encontrar alternativas efectivas para combatir estas bacterias. En los Gltimos afios, los péptidos
antimicrobianos (PAM) han captado la atencion de la comunidad cientifica debido a su potencial
terapéutico. Estos péptidos son moléculas presentes en la naturaleza y desempefian un papel
importante en el sistema inmunoldgico innato de varios organismos (23). En particular, los
péptidos antimicrobianos derivados de anfibios, como las ranas, han captado la atencién de los
investigadores debido a su amplio espectro de actividad antimicrobiana y su capacidad para
prevenir el desarrollo de resistencia. La piel de las ranas ha demostrado ser una fuente rica en
péptidos con un amplio espectro de actividad antimicrobiana, capaces de inhibir el crecimiento de
diversos microorganismos y prevenir el desarrollo de resistencia (23). En la Gltima década, se han
identificado mas de 300 péptidos bioactivos con diversas propiedades farmacoldgicas en las
secreciones cutaneas de las ranas, lo que las convierte en una excelente fuente de compuestos
terapéuticos (24). Estos péptidos antimicrobianos presentan varias ventajas potenciales, ya que
actlan mediante diferentes mecanismos para inducir la muerte celular (25). Estas acciones
incluyen la adhesion a la membrana bacteriana, el aumento de su permeabilidad e incluso la lisis
celular (26). Estos mecanismos de accién multiples dificultan el desarrollo de resistencia por parte
de las bacterias (27).

Estudios recientes realizados por (28) y por (29), demuestran que los péptidos
Dermaseptinas (DRS) tienen diferentes efectos en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se
encontré que el DRP-SP2 tiene actividad contra E. coli, S. aureus, Candida albicans y K.
pneumoniae. La accion de las Dermaseptinas esta relacionada con su carga, ya que son pépticos
antimicrobianos catidnicos y antipaticos que adoptan una estructura a-helicoidal, caracteristicas
que les permiten interactuar con las cargas negativas de la membrana plasmatica de los
microorganismos (30). A continuacion, el péptido altera la permeabilidad de la membrana,
ocasionando disrupcion y destruccion bacteriana, o entra en el compartimento celular e interactla
con objetivos intracelulares (31).

En este estudio se analizo la actividad de los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina
SP10, que son expresados de las glandulas granulares de la piel de Agalychnis spurrelli (Anura:
Hylidae). Estos péptidos antimicrobianos son generalmente no hemoliticos, contienen de 15 a 45
residuos de aminoacidos (32). En palabras de (33) “su método de accion es a nivel de la membrana,
originando poros, separacion de fases, disrupcion de la membrana lipidica y formacion de
micelas”. Esta es una de las razones por las cuales los péptidos antimicrobianos son efectivos
contra bacterias resistentes a los antibioticos.

12
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Materiales y Métodos

Péptidos

Los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10, extraidos del anfibio Agalychnis
spurrelli perteneciente a la familia Hylidae, son péptidos cationicos de cadena corta que exhiben
diferentes efectos sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Cada péptido tiene su propia
secuencia de aminoacidos y caracteristicas especificas de peso molecular, pureza y longitud, como
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10
aislados de Agalychnis spurrelli

Parametros \ DRS-SP7 DRS-SP10
Longitud 28 aa 26 aa
Peso molecular 3039.46 2589.17
Pureza 81.79% 80.75%

Minima concentracion Inhibitoria

En este estudio se utilizd la metodologia de (34) con modificaciones para analizar y
determinar la sensibilidad de las bacterias frente a los péptidos sintéticos Dermaseptina sp7 (DRS
SP7) y Dermaseptina spl0 (DRS SP10). El procedimiento para determinar la Minima
Concentracion Inhibitoria (MIC) se divide en cuatro fases:

Preparacion de aislados bacterianos: La reactivacion de cepas bacterianas de S. aureus
resistente a la oxacilina (C-ORSA), E. coli productora de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), K. pneumoniae portadora del gen KPC (K. pneumoniae carbapenemasa) y S. marcescens;
Para esto, se tomaron 20-30 ul de cada bacteria multirresistente y se colocaron en un tubo Falcon
de 15 ml que contenia 10 ml de medio Mueller-Hinton Broth (MHB). Luego, se incub6 a 37 °C
durante 24 horas. Después de este tiempo, se tomaron 2 ml de la bacteria reactivada y se
transfirieron a un tubo Falcon de 50 ml, el cual se debe ajustar a una escala de 0.5 en la escala de
McFarland. A continuacion, se diluyeron 200 ul de la bacteria en 19.8 ml de MHB.

Preparacion del péptido: Se analizaron 10 concentraciones distintas de los péptidos (512,
256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 y 1 pg/ml), para lo cual se pesé 1,5 mg para la concertacion mas alta
y se diluyé en 30 pul de DMSO, mientras que en los demaés tubos se colocaron 15 pl de DMSO. Se
realizaron nueve diluciones seriadas de todas las concentraciones, y se utiliz6 el vortex y el spin
después de cada dilucién para obtener una mezcla mas homogénea del péptido y el DMSO.

13
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Realizacidn de los ensayos: En la placa de 96 pocillos, se agregaron 2 pl de las 10 diluciones
del péptido y 198 ul de la bacteria diluida en los siete pocillos designados (A, B, C, D, F, Gy H).
Se incluyeron dos controles: uno negativo (con 200 ul de MHB) y otro positivo (con 2 pl de DMSO
y 198 ul de la bacteria diluida). Se realizaron siete repeticiones por triplicado de cada ensayo para
constatar la repetitividad y reproducibilidad.

Lectura de los resultados: Se utilizo el lector de placas a 570-600 nm, el cual permitio
obtener los datos correspondientes a la inhibicidn de la bacteria en cada una de las concentraciones,
para determinar el MIC y su posterior andlisis estadistico.

Prueba hemolitica

Para este estudio se utilizd la prueba hemolitica de (34), se colocd 15 ml de sangre de
caballo en un tubo cénico de 50 ml, el cual se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente, se desecho el sobrenadante y se agregé 5 ml de solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), mezclando suavemente. Se realizaron tres centrifugaciones a 1000 rpm durante 5
minutos, repitiendo el lavado hasta que el sobrenadante esté claro. Después del lavado, se mezcld
1 ml de RBC con 19 ml de PBS para obtener 50 ml de una solucion al 5%.

Se peso6 1,5 mg de péptido, con el cual se prepararon diluciones en serie (1 pg/ml, 2 pg/ml,
4 pug/ml, 8 pug/ml, 16 pug/ml, 32 pg/ml, 64 pg/ml, 128 pg/ml, 256 pg/ml y 512 pg/ml) en PBS
estéril; esto se realizé por duplicado. En un tubo de 1,5 ml se afiadié 200 ul de solucion peptidica
mas 200 pl de solucién de RBC al 4%. Se realizaron 5 repeticiones por concentracion de péptido.
Se tendran 2 controles: por un lado, el primero sera el positivo con 195 ul de solucién de RBC al
4% con 5 pl de Triton X-100; por otro lado, el segundo sera el negativo con 200 ul de PBS. A
todos los tubos se les incubara a 37°C durante 120 minutos. Posteriormente, se centrifugarén a
1000 rfc por 5 minutos.

Por ultimo, se transfirié 200 pl de cada sobrenadante obtenido de las concentraciones a una
placa de 96 pocillos. Posteriormente, se ley0 la absorbancia a 570 nm en el lector de placas Biotek
y se calculo el porcentaje de hemolisis.

Para obtener el % de hemolisis se utilizé la férmula

(A — A0)

7 4100
(AX — 40)

%hemolisis =

Donde A es la densidad oOptica de la solucion peptidica, AO es la lectura del control
negativo y AX la lectura del control positivo.

14
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Resultados

Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)

Los resultados experimentales revelan que los péptidos Dermaseptina SP7 (DRS SP7) y
Dermaseptina SP10 (DRS SP10) presentan un amplio espectro de actividad antimicrobiana, ya que
son efectivos contra la bacterias Gram negativa E. coli y como contra la bacteria Gram positiva S.
aureus. Se observé que ambos péptidos tienen una Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de 32
pg/ml y 64 pg/ml, respectivamente, lo que indica que son capaces de inhibir el crecimiento de
estas bacterias a concentraciones relativamente bajas.

Ademas, es importante destacar que tanto DRS SP7 como DRS SP10 exhibieron actividad
bactericida a las mismas concentraciones que mostraron su poder inhibitorio. Esto significa que
no solo son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano, sino que también son capaces de matar
efectivamente a las bacterias objetivo.

Por otro lado, ninguno de los dos péptidos mostrd actividad inhibitoria frente a las bacterias
K. pneumoniae y S. marcescens, ni actividad bactericida.

Estos hallazgos son respaldados por los valores del MIC (Concentraciéon Inhibitoria

Minima) obtenidos en las tres repeticiones de los péptidos DRS SP7 y DRS SP10 sobre las cuatro
bacterias estudiadas, como se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 en tres
diferentes repeticiones de las cuatro bacterias analizadas.

MIC pg/mi
Bacterias Dermaseptina SP7 Dermaseptina SP10
1 2 3 1 2 3
E. coli (BLEE). 32 32 32 32 32 32
S. aureus (C-ORSA) 64 64 64 64 64 64

K. pneumoniae - - - - - -

S. marcescens - - - - - -

Prueba hemolitica

Los resultados obtenidos en este estudio revelan que los péptidos Dermaseptina SP7 y
Dermaseptina SP10 presentan una muy baja toxicidad contra los glébulos rojos. En la Figura 1-2
y Tabla 3-4 se puede observar que a concentraciones de 32 pg/ml y 64 pg/ml, respectivamente,
los porcentajes de actividad hemolitica fueron del 0.84% y 0.22%. Esto demuestra que las
Dermaseptinas no causan lisis de los globulos rojos a concentraciones correspondientes a su
Concentracion Inhibitoria Minima (MIC).

Figura 1. Concentraciones de la actividad hemolitica de Dermaseptina SP10 de Agalychnis spurelli.
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Figura 2. Concentraciones de la actividad hemolitica de Dermaseptina SP10 de Agalychnis spurelli.

120
100
80
60
40

20

Porcentaje de hemolisis

Concentraciones

Tabla 3. Porcentaje de hemolisis de todas las concentraciones del péptido DRS-SP10

Concentraciones pg/mi

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Actividad hemolitica 26.43 17.48 11.70 461 0.84 186 200 2.02 329 2,558

Tabla 4. Porcentaje de hemolisis de todas las concentraciones del péptido DRS-SP7

Concentraciones pg/mi

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Actividad hemolitica 1139 428 0.09 002 004 046 026 005 015 0.28

Discusion de resultados

Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)

Las glandulas granulares de las ranas son responsables de la produccion de diversos
péptidos, algunos de los cuales han mostrado un amplio espectro de accion con posibles
aplicaciones biomédicas (35). Las Dermaseptinas son ejemplos de estos péptidos con potencial
antimicrobiano.
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En los estudios realizados por (29) y (28), se encontrd que el péptido DRS-SP2 presenta
actividad inhibitoria contra bacterias como E. coli, S. aureus resistente a la oxacilina y K.
pneumoniae. En comparacion, los péptidos DRS-SP3, DRS-SP4 y DRS-SP5 no presentan una
accion determinada o muestran una baja actividad antimicrobiana. Es importante destacar que los
péptidos Dermaseptina SP2, Dermaseptina SP3, Dermaseptina SP4, Dermaseptina SP6,
Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 pertenecen a la misma familia de péptidos
antimicrobianos obtenidos de la piel de la rana Agalychnis spurrelli. Estos péptidos comparten
caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas similares que les confieren la capacidad
de ejercer una accion antimicrobiana contra bacterias (32).

Factores como la carga neta, la hidrofobicidad y la secuencia de aminoacidos de cada
péptido pueden influir en su interaccion con las membranas bacterianas y, por lo tanto, en su
capacidad para ejercer su accién antimicrobiana (36). El estudio de Proafio-Bolafios 2019, se
compard cuatro péptidos Dermaseptinas (DRS-SP2, DRS-SP3, DRS-SP4 y DRS-SP5), y se
observl que, a pesar de tener una hidrofobicidad similar, cada uno mostraba diferentes cargas.
DRS-SP2, con una carga de +4, exhibié una mayor actividad antimicrobiana en comparacion con
los otros cuatro péptidos.

En palabras de (37) “la capacidad de un péptido para asociarse con una region especifica
de la membrana o atravesarla esta determinada por las caracteristicas fisicoquimicas del péptido y
por la composicion de la bicapa lipidica de la bacteria objetivo”. Por lo tanto, las diferencias en las
propiedades fisicoquimicas de cada péptido pueden influir en su capacidad para interactuar con las
membranas bacterianas y ejercer su efecto antimicrobiano.

La Dermaseptina SP7 y la Dermaseptina SP10 exhiben una mayor potencia antimicrobiana
en comparacion con las Dermaseptinas SP3, SP4 y SP5, como se evidencia por sus valores mas
bajos de Concentracion Inhibitoria Minima (MIC). Estos hallazgos sugieren que la Dermaseptina
SP7 y la Dermaseptina SP10 tienen una mayor afinidad y efectividad en la interaccion con las
membranas bacterianas, lo que resulta en una mayor actividad antimicrobiana a concentraciones
mas bajas. Por otro lado, es importante mencionar que las Dermaseptinas SP7 y SP10 muestran un
MIC ligeramente superior en comparacién con la Dermaseptina SP2. Esto sugiere que la
Dermaseptina SP2 puede tener un poder inhibitorio sutilmente superior frente a las bacterias
objetivo en comparacién con las otras dos Dermaseptinas.

El resultado de la actividad antimicrobiana contra K. pneumoniae, se encontrd que la
Dermaseptina SP2 es el Unico péptido que mostré actividad antimicrobiana con un MIC bajo en
comparacion con los otros péptidos (Dermaseptina SP3, Dermaseptina SP4, Dermaseptina SP7 y
Dermaseptina SP10). Esto indica que la Dermaseptina SP2 es mas efectiva en la inhibicion de esta
bacteria en particular.
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En resumen, los resultados demuestran que los péptidos Dermaseptinas SP7 y SP10, asi
como la Dermaseptina SP2, son eficaces en la inhibicion de las bacterias objetivo. Estos hallazgos
se reflejan en los valores del Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) de cada péptido, los cuales
se encuentran resumidos en la tabla 5. Se observa que las Dermaseptinas SP7, SP10 y SP2
muestran una mayor eficacia en la inhibicion de las bacterias en comparacion con las
Dermaseptinas SP5, SP3 y SP4. Esta informacion esta respalda por los estudios de (29) y (28).

Tabla 5. Comparacion del MIC de las seis Dermaseptinas.

MIC
Bacterias DRS DRS DRS DRS DRS DRS
SP2 SP3 SP4 SP5 SP7 SP10
E. coli 8 128 128 256 32 32
S. aureus (C-ORSA) 8 512 512 >512 64 64
K. pneumoniae 32 >512 >512 >512 - -

Es relevante destacar la capacidad de los péptidos Dermaseptina SP7 y SP10 para inhibir
de manera efectiva a las bacterias E. coli y S. aureus a concentraciones tan bajas como 32 pg/ml
y 64 pg/ml, respectivamente. Estos resultados demuestran la efectividad de los péptidos como
agentes antimicrobianos y respaldan su posible aplicaciéon en el desarrollo de nuevas terapias
contra infecciones bacterianas.

Los péptidos antimicrobianos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 demostraron tener
una potente actividad bactericida contra E. coli y S. aureus a concentraciones de 32 pug/ml y 64
pg/ml, respectivamente. Esto significa que son capaces de matar eficazmente estas bacterias
objetivo. Segun la literatura cientifica, las Dermaseptinas SP7 y SP10 actlan generando poros en
la membrana celular, lo que provoca la separacion de fases, la disrupcion de la membrana lipidica
y la formacion de micelas. Estos mecanismos de accion son responsables de su actividad
bactericida y les permiten atacar de manera efectiva a las bacterias (30).

Los resultados obtenidos en los ensayos de Concentracion Inhibitoria Minima (MIC)
indican que los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 no presentan actividad
antimicrobiana definida contra S. marcescens, ya que se obtuvo un valor de MIC mayor a 512
pg/ml. Estos resultados concuerdan con la literatura existente del Laboratorio de Investigacion en
Citogenética y Biomoléculas de Anfibios (LICBA), que indica que ningln péptido de Agalychnis
spurrelli ha demostrado capacidad de inhibir la actividad antimicrobiana de S. marcescens.

Sin embargo, es importante mencionar un estudio realizado por (38) en el cual se investigd
la capacidad inhibidora del crecimiento de S. marcescens por la secrecion cutanea total de un anuro
perteneciente a la familia Bufonidae, género Atelopus. Los resultados de dicho estudio revelaron
que la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) necesaria para inhibir el crecimiento de esta
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bacteria fue de 125.0 pug/ml. Estos hallazgos resaltan la capacidad antimicrobiana de la piel de esta
especie de anuro en particular y sugieren que podria contener compuestos bioactivos con potencial
actividad antimicrobiana contra S. marcescens.

En linea con los resultados reportados por (39) se ha observado que las proteinas
bacterianas secretadas, como las proteasas, constituyen uno de los primeros mecanismos de
defensa que encuentran los péptidos antimicrobianos al interactuar con las bacterias. La
degradacion proteolitica de los péptidos antimicrobianos por enzimas extracelulares representa una
estrategia eficiente utilizada por los microorganismos para desarrollar resistencia frente a estos
péptidos. Este mecanismo podria brindar una explicaciéon del por qué los péptidos Dermaseptina
SP7 y Dermaseptina SP10 no mostraron actividad antimicrobiana frente a S. marcescens en los
resultados obtenidos en este estudio.

Prueba de hemolitica

Idealmente, los ensayos de prueba hemolitica deben demostrar una baja toxicidad contra
las células sanguineas y, al mismo tiempo, actuar selectivamente contra células bacterianas u otros
patdgenos sin afectar negativamente las células normales. Es de crucial importancia confirmar que
los péptidos no sean hemoliticos y que solo ejerzan su efecto antimicrobiano sobre bacterias,
paréasitos o virus, minimizando cualquier dafio potencial a las células del huésped.

Los resultados de este estudio indican que la Dermaseptina SP10 y la Dermaseptina SP7,
exhiben una actividad hemolitica extremadamente baja, a una concentracion de 16 pg/ml, la
Dermaseptina SP10 mostré un porcentaje de actividad hemolitica del 0.84%, mientras que la
Dermaseptina SP7 mostro un porcentaje de actividad hemolitica del 0.02% a una concentracién
de 64 pg/ml. Estos valores son significativamente inferiores a los observados en otros péptidos,
como la Dermaseptina S1, que demostrd un efecto citotxico importante en los glébulos rojos,
produciendo un 80% de lisis a una concentracién de 25 pg/ml (40), y las Dermaseptinas SP2, SP3,
SP4 'y SP5, que mostraron una actividad hemolitica significativamente citotoxica a
concentraciones de 512 pg/ml (29).

Los valores de actividad hemolitica obtenidos y resumidos en la tabla 6 respaldan los
hallazgos anteriores y sugieren que la Dermaseptina SP10 y la Dermaseptina SP7 tienen un menor
impacto en la lisis de los eritrocitos en comparacion con a las otras Dermaseptinas evaluadas. Estos
resultados indican que, a concentraciones correspondientes a su actividad antimicrobiana, las
Dermaseptinas SP10 y SP7 presentan una actividad hemolitica extremadamente baja.
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Tabla 6. Comparacion de del porcentaje de la actividad hemolitica en seis Dermaseptinas.

Péptidos % de actividad hemolitica
DRS-S1 80

DRS-SP2 512

DRS-SP3 512

DRS-SP4 512

DRS-SP5 512

DRS-SP7 0.02

DRS-SP10 0.84

Estos hallazgos sugieren que las Dermaseptina SP10 y Dermaseptina SP7 podrian tener un
perfil de actividad hemolitica mas favorable en comparacion con otros péptidos, ademas es
importante destacar que los diferentes péptidos de la familia Dermaseptina pueden presentar
variaciones en su actividad hemolitica debido a sus propiedades estructurales y composicion
aminoacidica (41). Los péptidos antimicrobianos interactan con las membranas de las células
sanguineas y pueden causar la lisis de los eritrocitos, situacion que, para los dos péptidos
analizados en este estudio, no se cumple.

Conclusiones

Los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 exhibieron una alta actividad
inhibitoria frente a las bacterias Gram negativa E. coli y Gram positiva S. aureus, ambas conocidas
por su resistencia multirresistente. Estos resultados indican que los péptidos tienen un potencial
significativo como alternativas eficaces para combatir la resistencia antimicrobiana. Su capacidad
para inhibir el crecimiento de estas bacterias a concentraciones bajas, reflejado por su baja
Concentracion Inhibitoria Minima (MIC), ademés mostraron tener una actividad bactericida a las
mismas concentraciones del MIC, lo que indican que no solo pueden inhibir su actividad
antimicrobiana si no también matarla.

Los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10, no mostraron una actividad
inhibitoria frente a las bacterias K. pneumoniae y S. marcescens, esto puede deberse a que algunas
bacterias secretan enzimas y proteinas que impiden la accion de los péptidos hacia la membrana
de las bacterias, sin embargo, puede que diferentes concentraciones del péptido este si pueda tener
un efecto positivo sobre estas bacterias multirresistentes.

Las Dermaseptinas SP7 y Dermaseptina SP10 exhiben una actividad hemolitica
extremadamente baja, con porcentajes inferiores al 1%. Estos valores indican que estos péptidos
tienen una minima capacidad de ser citotdxicos o de causar lisis en las células, especificamente en
los glébulos rojos.
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422 En conclusion, los péptidos Dermaseptina SP7 y Dermaseptina SP10 han mostrado una
423 notable actividad inhibitoria contra E. coli y S. aureus, ademas, su baja actividad hemolitica
424  representa una ventaja adicional, ya que no causan lisis de las células sanguineas. Estas
425  caracteristicas los vuelve candidatos prometedores para ser utilizados como principios activos en
426 el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para controlar la resistencia multirresistente en
427  estas bacterias.
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