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RESUME,N 

El propósito ,de este trabajo fue estudiar la senisibiilidad de Brucella a

una seri1e de péptid'o,s catiónicos y determinar ell ¡papel que juega la molécula

de Upopolisacárido (LPS) en las interacciones con ,estos agentes. Determiíné 

qu,e la cepa lisa de B. abortus $,19, el mutante rugoso .B. abortus 45/20 y la 

cepa rugosa natura.111 B. ovis 'REO 198 fueron m·ás resistentes a la ac-eióni de los 

agentes microbiddas que Escherichia co/1 excepto ,en un caso, en el que el 

crecimiento de B. ovis fue inhi,bido en forma completa por el péptido 

bacteneéina 7 ("I -35,). Informo por primera vez de L1na acción permeabil1i,zante 

en bacterias por parte de fosfolipasas A miotóxicas de vipéridos y de la acción 

bacteiíl:cida de la miotoxinina 1, péptido derivado de la miotoxina 1111 de Bothrops 

asper. La memb1rana de Bruce/la acopló menos cantidad de péptidos 

mii1crobiiCidas, aunque en lios ensayos die zonas de inhibición las molécullas

probadas presen:tason u,n efecto bacteriostático sobre e'! parásito intracelular.. 

Las bruoelas de morfología rugosa fueron más sens1ibl'3s a la acción de los 

péptid,os cati6nicos que las brucelas de mo,rtología fisa, presentando también 

concentraciones letales más bajas. 8. ovis fue a SLI ve.z más sens1lble qu,e B.

abortus 45/20. El- LPS de Salmonella montevi.d,eo unió más molécu11as 

bactericidas que líos LPS de las diferentes. brucelas. El LPS de 8. ovis ac,opló 

menos pol,imixina iB y lactoferrici1na B que el ILPS de B. abortus 819. El 

�mtígeno salino die .8. ovis acopló más péptid'ps catiónicos que los "b'lebs" de B. 

abortus Si 9 o fragmentos de envoltura celular de B. abortus 45/20. El LPS de 

S. montevideo sensibilizó en mayor girado a a .. abo.rtus 45/20 trente a la acción

de d!versos agentes que el LPS de B. abortus Si 9, ,ell cual ej,eroió por e l

contrario un efecto protector. En asta tesis, conclluyo que en Brucelia no está

presente la vía de autoprcmoción, que el LPS dete!'mina p,aroialmente la 

resistencia a este mecanismo, pero no es lla única mólecula involucrada, y ,qu,e 

Bruce/la ovis presenta una membran,a externa que difiere del patrón de ot1ras 

bruce:las rugosas, donde el acople de agentes microbicidas está ,det,erminado

por proteínas del grupo 3. 

vi 



LISTA DE CUADROS 

Cuadro 1: Actividad antibacterial de los agentes catlónicos. 

Cuadro 2: Concentraciones letales de los agentes catiónicos. 

Cuadro 3: Actividad antibacterial de los agen1es catiónicos al sensibilizar a B. 

abortus 45/20 con lipopolísacáridos. 

Cuadro 4: lecturas turbidimé1ricas y correspondencia en número de 

unidades formadoras de colonias para E coli. 

Cuadro 5: Lecturas turbidimétricas y correspondencia en número de 

unidades formadoras de colonias para Brucella. 

Cuadro 6: Indice de hidropaticidad para aminoacidos. 

víi 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Representación esquemá1ica de la membrana externa de una 

bacteria gram negativa. 

F.gura 2: Estructura de la polímixina B. 

Figwra 3: A. Secuencia de la melitina. 

B. Proyección axial de la melitina.

Figura 4: A. Dibujo esquemático del monómera de meliHna. 

B. forma en que se empacan las unidades de melltlna para

formar el tetrámero en solución acuosa.

Figura 5: A. Secuencia de la de1er,sina NP-2 de conejo. 

B. Modelo espaciai compacto del dímero formado por la defensina

HNP-3.

Figura 6: A. Representación esquemática del dímero de defensinas. 

B. Hipótests de cuña.

C. Hipótesis del canal dimérlco.

O. Hipótesis del poro general.

Figura 7: A. Secuencias de la cecropina A (aislada de Hyalophora cecropta} 

y la cecmpjna Pi (aislaoa de cerdo) 

B. Modelo espacial compacto del dímero hipoté1ico de cecropinas

que interactúan con membranas.

Figura 8: A. Ésquerna de la con1lguración trld!r.iensional de la cecropina A. 

B. Proyección de la hélice amii'io ter,inal de la cecropina A.

- Figura 9. A. Secuencia de la magainina 2.

B. Proyección da la hélice formada por la magalnína 2.

vi i i 



Figura 1 O. Modelo del mecanismo de acción de las maganininas. 

Figura 11. A, Secuencia de los péptidos Bac 5 (0-31) y Bac 7 (1-35). 
B. Estructura secundaria de fas bacteneclnas 5 y 7.

Figura 12. A. Secuencia de la lactoferricina B. 
B. Estructura esquemática del lóbulo amino terminal de la
lactof errlna humana.

Figura 13. A. Secuencia de la miotoxina 11 de Bothrops asper.

B. Diagrama esquemático de la miotoxina 11 de B. asper.

Figura 14, A. Secuencia de la lisozima aviar. 
B. Diagrama esquemático de la lisozíma de ganso.

Figura 15. Secuencia del péptido CAP18A. 

Figura 16. A. Fórmula estructural del EDTA.
B. Dibujo esquemático de dos moléculas de EDT P. unidas a un
átomo de plomo.

Figura 17. Ensayo de zonas de lnhibícíón. 
A. Polimix.ina B sulfato.
B. Lacotoferricína B.

Figura 18. Ensayo de zonas de inhibición. 
A. Bactenecina 5 (0·31)-
B. Bacteneclna 7 (1-35).

Figura 19. Ensayo de zonas de inhibición 
A. Poli-L-lisina.
B. Polí-L-c rnitina.

Figura 20. Ensayo de zonas de inhibición 
A. Proteína catíónica antimicrobiana 1 BA.
B. Meli1lna.

ix 



Figura 21. Acople de agentes mlcrol.Jicid2s a bacterias. 

A. Defensina NP·2.

B. Lactoferricina B.

Figura 22. Acople de agen1es microbicidas a bacterias. 

A. Polimixina 8 sulfato.

B. Melitina.

Flg uta 23. Acopre de agentes microbicidas al LPS. 

A. Cecropina A.

B. Cecropi na P1.

C. Magainina 2 amida.

Figura 24. Acople de agentes microbicidas al LPS. 

A. Melitina.

B. Pro1eína catiónica antimlcrcbiana 18A.

Figura 25. Acople de agentes microbicidas al LPS. 

A. Politnixina 8 sulfato.

B. Lactof erricina B.

Figura 26. Ensayo de aeop!e a envoltura celular, "blebs" o antíge!lo salino. 

A. Melitina.

B. Proteina catiónica antimicrobiana 18A.

Figura 27. Ensayo de acople a envoltura celular, '1blebs" o antígeno salino.

A. Polimixina B sulf a1o.

B. Lactoferrii:ina B.

Figura 28. Nivel de hidropaticidad de las miotoxininas 1 y 11 

Figura 29. A. Secuencia de la miotoxinina l. 

B. Proyecc•ón axial de la mjotc;<inina l.

Figura 30. A. Secuenc.a de la miotoxininé 11. 

B. Proyecc ón axial de la miotoxinina 11.

Figura 31. Modelo de ,a envoltura celular de Bruce/la. 

X 



LISTA DE ABREVIATURAS 

ADN: 

BPI: 

CAP: 

EDTA: 

HNP: 

Kd: 

Kdo: 

LPS: 

NP: 

Ácido desoxirribonucléie;o, 
Bactericidallpermeabi/ity ;ncreasing {Bactericida e incrementador de 
permeabilidad. 
Catíonic antimicrobial protein (Proteína antimicrobiana catiónica). 

Ácido etilendiamino1etracético, 
Human natural peptide (Péptido humano natural). 
Kílodaltons. 
Ácido manooctulosónico. 
Lipopolisacárido. 
Natural peptide (Péptfdo na1ural}. 

OmpA: Outer membrane proteín A (Pro1eína de membrana eX1erna A). 
U FC: Unidades formadoras de colonias. 

xi 



1 NTRODUCCION 

La brucefos¡s es una enfermedad animal y una zoonosis que provoca 

anuatmente graves pérdidas económicas alrededor def mundo (Pérez et al. 

i •993). La brucelosis humana es una de las seis enfermedades bacterianas 

mas comunes en el planeta (Alberts 1985) siendo su dislribución en los países 

det tercer mundo más amplia que en los países desarrollados (Benenson 

1987}. A pesar de los notables avances que se han realizado en la 

comprensión de los mecanismos u1í!Tzados por los organismos huéspedes en el 

control de la infección (Nicoletti & Winter 1990, Sutherland & Searsor1 1990) 

existen todavía muchas interrogantes en cuanto a la biología básica del agente 

-=tiológico. En particular, se desconoce sobre los aspectos genéticos y 

es1ructurales que han permitido e! éxito de Bruce/la como parásito intracelular. 

En es1e trabajo estudié las características de la membrana externa de Bruce/la, 

evaluando su respuesta al ataque de una nueva generación de antibióticos 

catiónícos aislados de taxones diversos y que probablemente han estado por 

mucho tiempo a lo largo de la evolución en los organísmos que los presentan 

como una primera barrera de defensa contra agentes patógenos. entre ellos un 

pép1ído nunca antes descrito, derivado de la mitoxina II de Bothrops asper. El 

:omporta.míento de Brucelfa. ante esta nueva generación de antlbióticos nos 

:::eím itlrá entender más acerca de las propiedades particulares de st.J 

membrana y sobre fa acción bactericida de estas moléculas. 
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REVISION DE LITERATURA 

EL GENERO Brucella 

Los miembros del género Bruce/la (Corbel & Brínley-Morgan 1984) son 

parásitos facultativos intracelulares de fagocitos (Riley & Robertson 1984), 

trofoblastos (Anderson & Chevilie 1986) y células no fagocíticas (Detilieux et al. 

1990). Infectan a una variedad amplia de mamíferos (Ewalt et al. 1993), con 
capacidad para producir diseminación generalizada (Canning 1990) seguida 

de localización en órganos reproductores y sistema reticuloendotelial {Enr:ight 

1 99 O). 

Las brucelas son cocobacilos gram negativos, aerob ios, 

quimioorganotrofos, con crecimiento óptimo a 37ºC en presencíia de C02 

(Moyer et al. 1991 ). Poseen dos cromosomas independientes (Michaux et al. 

1993). Carecen de cápsulas, flagelos, fimbrias, pili, plásmidos, bacter;iófagos 

lisogénicos y formas de resistencia (Meyer 1990). Además no producen 

exotoxinas y su lipopolisacárido es de baja endotoxicidad (Rasool et al. 192). 

A pesar de la existencia de argumentos divergentes respecto a la 

taxonomía del género (Verger et al. 1985), se reconocen actualmente seis 

especies: Bruce/la melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis. y B. 

can(s, utilizando como criterios de clasificación la especificidad por huéspedes, 

suceptibilidad a tintes, patrones metabóli,cos, caracterización de fagos, 

muestreo serológico y análisis de ADN (Meyer 1990). Estudios en ARN 

ribosomal y lípidos revelan una estrecha relación filogenética con individuos de 

la subdivisión alfa�2 de la clase Proteobacteria (Moreno et al. 1990). Los 

mecanismos patogénicos desarrollados por Bruce/la sugieren una prolongada 

asociación evolutiva entre el parásito y su hospedero natural (Moíe110 1992). 

LA ENVOLTURA C�LULAR DE Brucella 

Bruce/la posee topológicamente una envoltura celular similar a la 
observada en otras bacteria_s gram�negativas (Figura 1 ), con la presencia de 

una membrana cito plasmática, un espacio periplásm ico, una capa d e  
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:aotidoglicano y una membrana externa (Lugtenberg & van Al phen 1983). Sin 

:;¡\bargo. presenta a nivel de composición características que la hacen única 

respecto a las enterobacterias y otras bacte,ias gram negativas no 

re;acionadas (Cherwonogrodzky et al. 1990). 

Figura 1. Representaclón esquemá1ica de ta membrana externa de 
una bactena gram ne-gativa. Ovalos y rectángulos muestran azúcares. 
Círculos muestran los grupos polares de fosfolípidos. MDO son 
oligosacáridos derivados de membrana y KDO as ácido 3-deso)(y-0-
mannooctulosónico (Tomado de Raetz 1990). 

Péptidoglicano 

Se ubica en el espacio perisplásmico y se compone de unidades de 

gíucosamina y ácido murárnico unidos por cadenas conas de alanina. ácido 

glutámico y ácido diaminopimélico (Corbef 1990). Aunque la secuencia exacta 

de las subunidades no se conoce en Brucel/a. no parece diferir del patrón 

::,servado de enterobacterias (Caballero 1984). 

Proteínas 

la envoltura celular de Bruce/la muestra proteínas semejantes a las 

:::-s-:�.;adas en otras bacterras gram negativas (W1nter 1987). Las proteínas del 

�"\Jpo 1 poseen pesos moleculares que varían entre 88-94 Kd, han sido 

:x,bremente caracterizadas y su función es desconocida (Verstreate et al. 

·ss2). Las proteinas del grupos 2 son porinas, tlenen pesos que varían entre

3-.� Kd y constituyen el principal componente proteico de la pared celular en
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Bruce/fa (Douglas et al 1984) Proteir.as el grupo 3 poseen pesos entre 25-30 

Kd. son el equivaren!e de la OmpA de Escherichia coli {Seher et al 1980) y 

contribuyen aparentemente a mantener la integridad ce la pared celular 

(Gamazo et al. 1993). 

Lípídos 

Entre los fosfolipidos se encuentran tosfatídilglicerol. difosf atidilglicerol, 

fosfatidiletanolamina. lisofosfatidiletanolamína (Kreutzer & Robertson 1979) así 

como un raro constituyente de membrana en bacterias. fostat1dilcolina (Gamazo 

& Moríyón 1987). Los principa les lípidos neutros son ubiqurnona 010, 

diglícérídos. ésteres cerosos, monoés1eres acilos de etileng.licol y lípidos de 

ornitina (Thíele & Schwinn 1973). Entre los ácidos grasos detectados se 

encuentran ácido pal'mitico, el ácido palmitoléico, el ac1do cís-vaccénico. ácido 

esteárico. ácido mirístico y el ácido lactobacilico. presente principalmente en 

;ram positivas {Thiele et aL 1969). 

L ipoproteína 

En Bruce/la se detecta la presencia de una lipoproteína unida en forma 

covalente a la matriz de peptidoglicano (Gómez-Miguel & Moríyón 1986) y a 

d1terencia de otras enterobacterjas, esta molécula está expuesta en la 

superticie celular (Gómez-Miguel et al. 1987). 

Poi isacárida 

El polisacárido reconocido en Brucella es el hapteno nativo, un 

pelímero compuesto de unidades de N-formllperosamil semejante a la cadena 

del LPS (More110 et al. 1987a y resultados sin publicar) el cual se ubica en la 

membrana externa asociado al LPS de manera no covalente {Moreno y 

',1oriyón. manuscr1to en preparación). 

LipopoJisacárido 

El lipopolisacárido (LPS) está constituido estructuralmente por una 

cadena de polisacárido denominada ·o·. por un oligosacárido central y por un 

1i::ido denominado 'A' que permite el anclaje de toda la estructura a la 

"'!"',embrana externa (Bundle et al. 1987a. Moreno et af. 1987b). Representa uno 

de los principales componentes que contribuyen a mantener la barrera de 
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permeabilIidad: en la membrana externa (Labi.schinski et al. 1985). La cadena O

está constituida en B. abortus poí residuos de 4,6·diidesoxi�a�D-manopiranosil 

unidos en posiciones 11 ,2 (Caroff et al. 1984) mientras que en B. melitensis la 

cadena se constituye de unidades de cinco res:i1duos, cuatro ur:11 idos en

posi1ciones a�11,2 y uno en posición a-11,3, (Bundle et al. 1987b). E:I

oligosacárido central está consfüuídó por quinovosamina, g¡lucosamina, 

manosa, gl1ucosa, ácido 3-diesoxi-0-mano-octufosónico (Bowser et al. 1974, 

Moreno et al. 1984), y carece de heptosas (Garoff et al. 1984, Moreno et al. 

19,81). El lípido A es una molécula mixta ya qLI'e además de poseer el rnsi:duo 

gilucosamina presente en muchas er1terobacterias, posee también resiiduos de 

2,3-diaminog,l,ucosa (Mayer et al. 11986, Moreno et al. 1990). Los ácido grasos 

asoci1ados al lípido A son de cadena larga tanto saturados como hidroxi,l1ados 

(Moreno et aL 1990). 

El LPS es unia molécula heterogénea tanto a nivell de carga y peso 

(Sowa ei ali. 1986,) c-0mo a n1ivel de densid
l

ad epitópica (Hojas 11992). Esta

heterogeneidad es detectable en lípiido A (Freer 1� 9'90) así como en el 

oligosacé.rido central y en la cadena O (Freer et al. 1994). 

El LPS de Srucella posee una d:iiversidadl de actividades biol1ógl,cas 

{Berman & Kurtz 1987, Moreno 11983 y 1990) entre las que destacan actividlad 

mitogénica para células normalmente insensi1bles a endotoxiina (More11i0 &

Berman 11979), y actividad adyuvante (Moreno et al. 1984). Su toxicidad es baja 

en comparación al LPS de enterobacterias (Golstern et al. 1992, Rasool et al. 

1992). 

AGENTES QUE INCREMENTAN lA PERMEABILIDAD 

DE LA MEMBRANA EXTERNA 

La membrana e�ema de las bacterias giram negativas representa una 

barrera efectiva contra una variedad grande de sustancias nocivas (Nikaido & 

Vaara 1985). El: LPS, molécu11a que constituye uno de los principales soportes 

para la establlidad de esta membrana (Lablshilnsky et al. 1985), es a su vez el 

punto sobre el cual actúan muchos agentes de carácter hi1drofóbi1co que

incrementan la permeabilidad de esta envoltura (Gabay 1994, Vaara 11 992). 
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Polimixina 

La polimixina es un lipopéptido pentacatiónico antipático aislado de 
Bacillus polymyxa y se caracteriza por poseer un anill.o heptapeptídico (Figura 
2) con un alto porcentaje del residuo ácido 2,4-diaminobuUr�co y un ácido graso
acoplado al péptido a través _de un enlace amida (Stonm et al.1977).

Ag�Dab-Thr-Dab-Da�lb_-_º_ª_b _ -_P_h_e_-Le_u_-_º_ab_-_º_ab 
__ -_T_h_r_J

Figura 2. Estructura de la polimixina B. Se muestra el anillo 
heptapeptídico. Ag indica 'ácido graso'. Dab representa 'áddo 
diamino-butfrico' (Tomado de Vaara 1992). 

Otras moléculas aisladas del Bacillus polymyxa con propiedades 
microbicidas son las octapeptinas, la brevistina, la estendomicina, la 
polipeptina y la cerexina (Storm et al. 1977). 

La polimixina presenta actividad microbicida contra ho n gos, 
pmtoz,oarios, bacterias gram negativas y gram posrbvas (Storm et al. 19n). 
Desafortunadamente es tóxica para células animales, lo que restriinge su uso 
terapéutico (Corriveau & Danner 1993). En eritrocitos tratados con LPS la 
actividad parece estar relacionada con un acop(e iónico inicial a la molécula de 
LPS (Moore et al. 1986), seguido por la inserción del ácido graso en !a 
membrana lipídica (Carr & Morrison 1985). Esta interacción produce 
aaeraciones morfológicas en la membra�a externa de gram negat,ivas 
(Schindler & Teuber 1975), así como altera su permeabifüdad {Vaara & Vaara 
1981) siendo esta actividad dependiente del voltaje de la membrana (Shróder 
et al. 1992). Compuestos derivados de 'la polimixina sin el extremo lipídico 
conservan la capacidad permeabil¡zante (Vaara & Vaara 1983a) pern carecen 
de poder micmbicida (Vaara & Vilja.nen 1985). 

Melitina 

La melitina aislada del veneno de la abeja Apis me/litera es un péptido 
de 26 aminoácidos (Figura 3A), anfifílico, con una secuenci?- básica en su 
extremo carboxilo (Bernheimer & Rudy 1986, Dempsey 1990, Dempsey & 
Butler 1992). Se conforma de dos hélices a (Figura 4A) separadas por un 
segmento de dos aminoácidos (Terwilliger & Eisenberg 1982a y b) aune e 
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::ia10 presión puede adaptar la es1ructura de una lámina � (Ahmed et al. 1992}. 

=s soluble como tetramero (Figura 46) y constituye un 50°0 dal peso seco del

·.r�r-:eno (Habermann "l 977). 
Posee efectos microbicidas sobre algunas bac�erias gram negativas 

:Groisman et aL 1992). El mecanismo de acción de la melitina incluye fa 

asociación electostatica a membranas (01oda et al. 1992. Shi et al. 1993) y 

formación de poros dependientes de voltaje (Hanke et al. , 983), pero la 

dinámica del proceso que involucra la formación de estos poros se está 

empezando a dilucidar y está lejos de conocerse claramen1e (Schwarz e1 al. 

1992). 

A 

1 lO 

Gly-Ile-Gly-Ala-VaL-Leu-Lys-Val-teu-Thr-Th.r-Gly-Leu-
20 

Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-llé-Lys-Ar�-Lys-Ari-Glu-Glu 

8 

Ah. 

Tbr 
11 o 

s�r t 8 O 

L,•$ 7
o 

Val Cly 
Gly 8 

• 

�- Gin 
o :, 

Ly¡¡ 

21 

o 

JO 

Thr 

1 
o 1!

• 

Leu 
20 

Arg 

24' 

o 

• 

17 
lle 

16 Lt:u

• ') Leu

•-
. ., ... Il� 

Leu 

figura 3. A. Socuoncia de la meMina. B. Proyección axial de la 
meli1ina. Los círcutos negros indican residtios hidrolóbicos. Los 
circuJos daros muestran residuos hidrofilicos (Adaptado de Dempsey 
1990. 

La meli1ina es conocida principalmente por s-u actividad hemoiftica (Hider 

�= ar. 1983). aunque también se sabe que es capaz de potenciar tosfolípasas 

, ·-'135 et al. 1977). actuar como alergeno {King et al. 1976), promover la fusión 
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de membranas (Murata et al. 1987), activar eosinófilos (iKroegel et al. 1990) e

inhibir la adsorción de algunos virus (Baghian & Kousoulas 1993). 

A 

B 

Defensinas 

Fiigura 4. A. Dibujo esquemáliico del monómero de 
melitina. B. Forma en que se ,empacan las unidades de 
melitina para formar el tetrámero en solución acuosa 
(Tomado de Terwilig:er & Eisenberg 1982).

Las defensinas son péptidos catiónicos ricos en arginina aislados de los 

gránulos azurófilos de fagocitos de mamíferos, con un número de residuos que 

oscila entre 29-35 aminoácidos (Figura 5A) y peso molecular que varía entre 

3500-4000 (Spitznagel 1990, Lehrer & Ganz 1990 y 1992., Lehrer et al. 1991 y 

1993). Poseen seis cisteínas conservadas dentro del grupo que forman tres 
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�:,laces disulfuro intramoleculares. uno de los cuales convierte a! péptido en un 

::�·mpuesto ciclrco (Selsted & Harwig 1989). Tridimensionalmente adoptan una 

estructura de láminas � rigidas sin hélices o. intercaladas ( Figura 58) y 

::;-:stalizan en forma de dímero (Hill et al. 1991 ). En neutrótilos humanos 

·epresentan del 30 al 50% del contenido protéico de Jos gránulos secundarios

?.1ce et af. 1987). Se orígininan como moléculas de preprodefensinas que se

modifican Postraduccionalmente para formar el péptido maduro (Valore & Ganz 

-: �92}. La evolución de estas moléculas se explfca a través de duplicación 

;-é�ica (Ganz et at 1989). OriginaJmente descubiertas en polimorfonucleares 

oe cuilos (Zeya & Spitznagel 1966). fueron después localizadas en macrófagos 

P\}fmonares de conejos (Patterson-Delafield et al. 1980 y 1981 ), para ser 

::-csteriormen1e detectadas en neutrófilos humanos (Ganz et al. 1985. Selsted et 

al 1985b) y de rata (Eísenhauer et al. 1989). Actualmen1e se conocen al 

menos trein1a deiensinas en mamíferos entre las que se ubican la criptidtna. 

a-Slada tanto de células del intestino delgado humano (Jones & Bevins 1992 y 

-sg3) como de ratón (Eisenhauer et al. 1992) y las � detensinas, aisladas de

-eutrótilos en bovinos (Selsted et al. 1993. Tang & Se!s1ed i 993).

A 

l 10 
Val-Val.cys-Ala-Cye-1',rg-A.rg-Arg-Ala-Leu-Cys-Leu-Pro-

20 
�eu-Pro-Leu-Glu-Arg-Arg-Ala-Gly-Phe-Cy9-Arg-lle-Arg-

30 
Cly-Arg-ais-Pro-r.eu�cys-Cys-Arg-Arg 

B 

Figure 5. A. Secuencia de la defensina NP-2 de 
conejo. B. Modelo espacial compacto dal dímero 
formaóo por la defensina HNP•3 {Tornado de Hill et at, 
'1991 ). 
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Las defensinas poseen un espectro microbic[da amptio: actúan sobre 

hongos (Selsted et aL 1985a}, espiroquetas (Borenstein el el. 1991 }. 

micobacterias {Ogata et al. 1992}, gram negativas (Viljanen et aL 1988) y 

especialemente contra g�am posmvas (Selsted et al. 1984). El mecanismo de 

acción parece radicar en una permeabiliza.ción de la membrana externa en 

gram negativas (Figura 6) a través de un acople inicial a-moléculas de LPS 

(Sawyer e1 al. 1988j, tormando luego canales iónicos dependientes de voltaje, 

como se ha demostrado en membranas lipídicas planas (Kagan et al. 1990), 

Figura 6. A. f:lepresenlacfón esquemática de un dímero de defensínas. La parte 
superior es hldrofílica, la base sombreada es hidrot6bica. Seis residuos de argín1na se

dts1ribuyen alrededor de! centro. Se Indica &I rnlnicanal solvente que se forma e11 medio 
de los mon6meros. B, Hipótesís de cuña: la superficie hidrofóbica del dímero se 
incrusta en uria bicapa lipídica, desastat:Hti:z:ando ta membrana.. c. Hipótesis de!·canal 
dimérico: la asociación de dos dímeros a través de sus superficies hidrof ilicas permile la 
orientación de los minicanales en un plano perpendicular al de la membrana. O. 
Hipótesi$ <.tel poro general: al menos cuasro dirner� se reqoiéren para formar un pOro. 
(Tomado de Hill et al. 1991 ). 

El efecto letal se constituye en una permeabiHzaclón de la ·membrar'la 

interna del organismo atacado (Lehrer et al. 1989}. Se ha demostrado 

actividad citotóxica por parté;? de las óefensinas Sóbre células tumorigénicas en 

ratón (Sheu et al. 1985) y sobre linfocitos y polimortonucleares en humanos 

(Lichtenstein et al. 1986), -a través de un mecanismo que incluye acople 
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electrostático a las cétulas (Llchtenstein et at. 1988), permeabilizacíón de la 

membrana plasmática {Lichtenstein 1991) y posiblemente daño al ADN (Gera & 

lichtenstein 1991). Entre otras propiedades, se encuentra que tas defensinas 

son quemotáctica$ para monocftos :(Territo e1 aL 1989). mitogénicas para 

células epiteliales y fibroolastos .(Murphy et al. 1993), oorticostáticas en rata 

(Fuse e1 al. 1993) y promueven la fusión de membranas cargadas 

negativamente (Fujii et al. 1993). Incluso se obsc-t:v& que pueden inactfvar 

algunos viru$ (Nakashima e1 al. 1993). 

En el díptero Phormía terranovae se detectaron una seríe de péptídos 

que se denominaron 'defensinas de insectos' (Lamber! e1 al. 1989) por 

presentar similitudes con las deferisínas reconocidas en mamíferos: tienen 

entre 38 y 43 residuos de aminoácidos, son moderadamente catiónicos. no son 

glicosilados, y tienen seis residuos ínvariables de cisterna que conforman tres 

enlaces disuliuro intramolecurares (Hotfmann & Hetru 1992). Sin embargo. 

después se obseivaron diferencias notables que híc1eron abandonar la idea de 

un origen homólogo entre ambos grurx,s de péptídos: no existe consenso er 

cuanto a seo\.Jenclas y tridimencionalmente las estructuras difíeren. al poseer 

las de1ensinas en insectos una hélice o que separa dos láminas� (Bonmatín et 

al. i 992. Lepage et aL 1990}. Actúan predominantemente sobre bacterias 

gram positivas mediante la formación de canales dependientes de voltaje al 

¡gual que las defensinas en mamíferos (Cociancích e\ aL 1993a). Estas 

mo¡écu.las se han logrado aislar actualmen1e tanto de dípteros (Matsuyama & 

Nalorl 1988) como de odonatos y coleópteros (Bulet et al. 1991 y 1992). En 

escorpiones se encuentran defensinas que sí parecen poseer un origen 

homólogo al de los péptidos de insectos (Cociancich et al. 1993b). 

Cecropir.as 

Las cecropi nas iueroo originalmente identificadas como péptidc,s 

�ntlbacteriaies aislados de la hemoiinfa de la mariposa Hyafophora cecrapia 

rSteiner et al. 1981 ). Poseen entre 31 y 39 residuos de aminoácidos (Figura 

7.A.}. no presentan dsteínas, y tienen una región amino terminal muy básica cor 

.,na larga porción hidrofóbica en el extremo carboxilo (Sornan , 991. Sornan e: 

;l i 991, Sornan & Hultmark 1987). Tridímensionalmente constituyen dos 

., alices a (Figura 8A) unidas por una región bisagra (Sipos et al. 1992). Sa

c:iginan como preprocecropinas (Sornan et al. 1989, Schlenstedt et al. 1992··. 
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expresándose el péptldo maduro en hemocitos y en cuerpo graso (Kato et al.

, 993) luego de desafio "inmunológico·• (Merrifield et al. 1982) o abrasión 

epicuticular de pupas (Brey 1993). Duplicaciones génicas parecen haber 

oeterminado el origen de las diferentes cecropinas (Tanrai et al. 1992). 

A 

l 10 
Cecropina A Lys-Trp-Lys-Leu-�ne-�ys-Lys-Ile-G1u-Lys-Val-Gly-Gln-

20 
Asn-Xle-A.rg-Asp-Gly-Ile-I1e-Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-Val-

30 
A.la-Val-Val-Gly-Gln-Ala-Thr-Glh-Ile-Ala-Lys-NB2 

l 10 

Cecropina Pl Ser-Tyr-Leu-Ser-Lys-Thr-Ala-Lys-Lys-Leu-Glu-Asn-Ser-
20 

A.la-Lye-Lys-Arg-Ile-Ser-Glu-Gly-Ile-Ala-Ile-Ala-Ile-
30 

Gln-Cly-Gly-Pro-A.rg 

B 

Figure 7. A. SecuEK1cias de la cecropina A {aislada de Hyalophora cecropia} y la 
cecropina P1 (aislada da cerdo►. B. Modelo espacial compacto det dlmero hipotético 
de crecropinas que interactúa con membranas. Los residuos hidrotllícos estan 
sombreados {Tomado de Dutell et al. 1992). 

Las cecropinas se han aíslado también de los lepidópteros Antheraea

=.¿rnyi (Qu et al. 1982). Bombyx mori (Teshima et al. 1986) y Manduca sexta 

::r.adwick & Ounphy 1986), conociéndose en estos dos últimos como 

-::ioopterano y bactericidina respectivamente. mientras que en el díptero 
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Sarcophaga peregrina se conoce la cecropina con el nombre de sarcotoxina 

(Okada & Natori 1984 y 1985). Recientemente se han enoontrado cecropinas 
en cerdo (Agerverth et al. 1991, Lee et al. 1989). 

A 

B 

hidrofóbico 

Figura 8. A. Esquema de la configuracion tridimensiional de la
cecropina A. Se muestran las dos hélices separadas por la región 
bisagra (Tomado de Sornan et al. 1991). B. Proyeccion de la hélice 
amino terminal de la cecropina A. Los residuos conservados en las 
diferentes cecropinas en insectos son negros. Los residuos en sitios de 
sustituciones conservativas son grises {Tomado de Durell et al. 1992). 

Las cecropinas no actúan sobre células eucariotas (Steiner et al. 1981 ), 
pero sí sobre bacterias tanto gram n�gativas como gram positivas (Hultmark et 

al. 1982). De acuerdo a ensayos efectuados en membranas lipídicas planares, 

el mecanismo de acción de las cecropinas se debe a la formación de canales 
iónicos dependientes de voltaje que pueden eventualmente permeabilizar las 

membranas de bacterias ·(Christensen et al. 1988, Dur,ell et al. 1992). La 

formación de una hélice anf!fílica en el extremo am1ino (Andreu et al. 1985) y la 

integridad química en el extremo carboxilo (Callaway et al. 1993) son 
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indispensables para la formación de estos poros, que no actúan en forma 

catalítica (Wade et al. 1990}. sino más bren en forma es1equiométrica (Steiner 

et al. 1988). Además efe la acción permeabil1zante. las cecropinas llevan a 

cabo su acción le1al por un mecanismo que impide la síntesis de proteínas y 

ADN (Sornan et al. 1993). 

Magaininas 

Las magalninas son péptidos aislados del anfibio Xenopus laevis 

(Chopra 1993, Zasloff �987). Las dos magainlnas aisladas hasta el momento 

poseen 23 residuos de aminoácidos {Figura 9A), no contienen cisteínas. son

catiónlcas y tienen característicamente una serina en el extremo carboxilo y 

una glicina en el e>..1remo amino (Bevins & Zasloff 1990}. Poseen la capacidad 

de adoptar una estructura secundaria antipática (Giovannini et al. 1987) 

conformando una hélice a (Figura 9B) (Chen et al. 1988, Wílliams et al. 1990). 

A 

B 

l 10 

Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Le�-ais-Ser-Al�-Lys-Lys-Phe-
20 

Gly-Lys-Ala-Fhe-val-Gly-Glu-Ile-Met-Asn-Ser 

Lys 11 

Gly18 

10 
Lys 

9Ala 

212one¡11e 

13Gty 

Figura 9. A. Secuencia óe la maga101na 2.

B. Proyección a)(ial de la hélice rormada por la
maga!nina 2 (Tomado de Terry et al. ,988).
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Se forman a partir de un solo precursor que da origen a los dos péptidos 
(Terry et al. 1988}, que se expresan tanto en las glándulas granulares de ta piel 
(Sadler et aL 1992) así como en células granulares del estómago de Xenopus 
(Moore et al. 1991 ). Dentro de la familia de las magainínas también se han 
clasificado otros peptidos corno los precursores de la xenopsina (Sures & 
Crippa 1984). de la ceruleína (Ríchter e1 al. 1986), y áe la levitida (Poulter et aL 
1988), qu� también poseen actividades antimicrobianas como precursores 
(Soravia et al. 1988) pero como péptidos maduros tienen pOr el contrado otras 
actividades farmacológicas {Gao & Wet 1993). 
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Figura 10. Modelo del mecanismo de acción de las magaininas. El
péptido se encuentra en una conformación aleatoría en solución 
acuosa, y adopta una e$tructura da hélice al asociarse a la superficie de
una membra�a con carga negativa (paso 1}. Se puedo forrnar un 
agregado it1activo (paso 11¡) o un polímero que atraviesa la hlernbrana

lormanóo un poro (paso 11) {Toma_do de Vaz-Gomei et al. 1993).

Las magain1nas presentan actividad micmbícida tanto co111ra hong.::is y 
protozoarios (Zasloff 1987, Huang et al. 1990), como contra bacterias gram 
positivas y negativas (Zasloff et al. 1988). El mecanismo de acción incluye una 
permeabilización de la membrana externa a través de asociación con e ... PS' 
(Rana et al. 1991 ). Estudios en vesículas tostolipfdicas (Grant et al. 1992 han 
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:-3mcslrado que ras maganinas son capaces de formar canales iónicos 

Matzusaki et al. 1989) por medio de !a polimerización de un complejo de 

�aga1ninas {Figura 10) (Vaz-Gomes e1 al. 1993) que disrumpe la transducción 

:i� energía libre ligado a la membrana (Westerhotf et al. 1989). Algunos grupos 

&..gieren que la magainínas actúan en complejos orientadas en el plano de la 

membrana (Bechínger et al. 1993, Milik & Skolnick 1993}. Se ha informado 

:ambien de la acción de magaininas sobre lineas celulares transformadas 

Cruciani et al. 1991) pero algunos grupos han refutado la validez de esta 

acción (Peck-Mitler et al. 1993). 

Bactenecinas 

Las bactenecinas son péptidos bovinos enlre 42 y 59 aminoácidos 

tfigura. 9A}. catiór,icos. ricos en prolina y arginina (Grieve e1 al. 1993, Litteri & 

,orneo 1993}. Aparentemente no son capaces de adoptar una conformación 

:Je hélice o. por la abundancía de prolinas, pero se sugiere que poseen una 

es1ructura antif iíica ( F ran k et al. 1990). 

A 

1 10 

Bac 5 (0-31) Arg-Phe-Arg-Pro-Pro-Ile-Arg-A.rg-Pro-Pro-rle-Arg-
20 

?ro-P.ro-Pñe-Tyr-Pro-Pro-Phe-Arg-Pro-Pr0-Ile-Ar9-
30 

:ro-Pro-Xle-Phe-Pro-Pro-Ile 
l 10 

sac 7 (l-35• Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Ar9-�ro-�ro-Ar9-Leu-Pro-Arg-
2O 

?ro-Arg-Pro-Arg-Pro-Leu-Pro-Phe-Pro-Arg-�ro-Gly-
30 

Pro-Ar9-Pro-Ile-Pro-Arq-Pr0-Leu-Pr0-Phe-Pro 

B 

aac5 

Bac:7 

Flgura 11. A, Secuencia de los péptidos Bac 5 [0·31) y Bac 7 (i-35). 
Corresponden a los fragmentos amino terminales de la baclenecina 5 y 7 
respectivamente. B. Estructura secundaria de las bac:t&nednas 5 y 7 (iomado 
de �rank et aJ. 1990). 
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S,e almacenan en gránulos vo'lumínosos de neutrófilos (Gennaro et al. 

i 983) y se generan a partir de preprobactenecinas (Zanettí et al. 1993) que se 

modifican prostraduccíonalmente (Zanetti et al. 1990). A la famiHa de las 

bactenecinas se ha agregado un dodecapéptido ciclíco aunque este no posee 

prol'i nas y pr,esenta una estructura mé.s simirar a la de las detens1inas debido a 

la presencia de cisteínas (Romeo et al. 1988). las bactenecinas son activas 

contra e.spiroquetes (Scocchi et al. 1990) y especialmente activas contra 

bacterias grarn nevativas, no así contra gram positivas (Gennaro et a:I. 1989). El 

mecanismo de acción constituye un .rápido incremento en l:a permeabilizaci16n

de membranas tanto extema como int,erna en gram negativas así como 

disrupción. de la fuerza motora de protones (Skerlavaj. et al. 1990). Entre otras 

prop,iedades los precursores de las bactenecinas poseen además actividad 

quimiotáctica e inhibidora de proteasas (Verbanac et al. 1993). Los péptidos 

maduros inter1ieren con el crecimiento de células T autoinmunes {Schluesener 

et al. 199¡3). 

Polímeros de lisina y ornitina 

Son polipéptidos catiónicos comercialmente disponibles en diversos 

grados de polimerización y que, en el caso de los polímeros de lisina, adoptan 

tanto estructuras de hélices a así como lámirnas fl .según el solvente {Shibata et 

aL 1992). Diversos estudios demuestran el .efecto bactericida de poli-L-lisinas 

en bacterias gram negativas (Vaara & Vaara 1983b) al desorganizar y alterar la 

permeabilidad de la membrana externa interactuando con el LPS (Vaara & 

Vaara 1983c). Iones de hierro parecen inhibir la acción microbicida al 

interactuar directamente con los grupos amines del esqueleto peptídiico 

(Tompkins et al. 11 991 ). La poli-L-ornitina interactúan también letalmente con 

membrana externa de gram negativas (Hancock & Wong 1984), pero su 

espectro de acción y mecanismo involucrado están· muy poco caracteri,zados. 

Lactoferrina y lactoferricina B 

La lactof errina es una g1l1icoproteína catiónica ac,opiadora de h.ierro con 

peso aproximado a los 83 Kd, presente en ila mayoría de las secreciones

mucosas en mamíferos (Alsen & Ustowsky 1980). Tridimensionalmente se 

conforma como una molécula con dos lóbulos (Figura 128), cada lóbulo 

subdividido en dominios de hélices a y láminas Ji intercalados (Anderson et al. 
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19,89). La lamilia de proteínas a ra que· pertenece la lactoferriina ha divergído 
por d,up:liicación génica (Bal'dwin 11993) .

. A 

1 10 

.Phe-Lys-Cys-Arg-Arg,-Trp-Gln-Trp-Arg-Met-Lys-Lys-Leu 
20 

Gly-Ala-Pr,o-Ser-I le-Thr-Cys-Val-Ar,g-Arg,-Ala-Phe 

B 

Figura 12 .. A. Secuencia de 11a lactofetticina B. B. !Estructura

esquemática del lóbulo amino terminal de la lactoferrna humana. 
donde se lfbica r·a f:acto,femcina B (Tomado de Anderson et aL 
.1989),. 

la factoferrina posee una poderos� actividad micmbicida contra hongos 
y bacteri1as g,ram negativas (Amold: et al. 1980) .a través de la acción de dos 
mecanismos: uno impl'ica ,el pnivar a. los. microorganismos de hierro a través de 
la qu,elación del ion (Arnold et al. 1981 ), mientras que en el otro jnt,eirviene un 
oo,ntacto directo de la moléoul:a con llas células b·lanco ,(Arnold et al. i 982). ya
sea quelando caUones divallentes que estabilizan la membrana ext,erna {Ellisoli
et .at 1988) o acoplán1dose d'ireciam.ente a moléculas de LPS y 
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:-=..;estabilizando la membrana externa (Yamauchi et al. 1993). Esta última 

::tividad parece originarse por ta acción de un péptido denominado 
-;:¡oferricina B (Figura 12A) que se libera ante la élgestión de la molécula 
::ompleta de lactoferrina ante pepsina (T omita et al. 1991) y que se ubica en el 
eX1remo amino terminal de la proteína {Pierce et al. 1991 ), La lactoferricina B 
:•::see acción contra bacterias gram positivas (Bellamy et al. 1992) y hongos 

�llamy et al. 1993a) a través de un mecanismo que involucra la disrupclón de 

¿: funciones normales de permeabilidad en la membrana citoplasmática 

5-:llamy e1 al. 1993b). 

La transferrina es otra molécula que pertenece a la misma familia de 
:.·oteínas ato piadoras de hierro (William s 1982) pero su actividad 

= ¡ti microbiana no parece ser 1an potente como la de la lactoferrina {Ellison et 
= 1988). 

Fosfolipasas A miotóxicas 

Las fosfolipasas A miotóxicas son proteínas catíónicas anfifílicas de 

: ·:erso peso molecular aisladas de venenos de serpíentes prlncipalmerite en 
=S familias Elapidae. Crotalidae y Víperidae, con capacidad para dañar células 

'""'
1Jsc1.1lares además de otros tipos celulares (Gutiérrez & Cerdas 1984, 

_.:>monte 1994). El patrón tridimensional general es el de una hélice <i cercana 
= extremo amino terminal seguida por otras dos hélices n paralelas y una 

:--;�ueña lámina j1 antiparalela (Figura 138) (Arni et al. 1994, Holland et al. 

i �90). Dentro de género Bothrops en particular, se han caracterizado 

•;sfolipasas A mlotóxicas de B. asper (Gutiérrez et al. 1984b, Lomonte & 
�utiérrez 1989), B. nummifer (Gu1iérrez et al. 1989) y B.godmani (Díaz et al. 

1992). 

Estas miotoxinas actuan preferencialmente sobre células mu·sculares 
(Gutiérrez et al. 1984a) aunque también se informa acc,ón sobre células de 
origen no muscular (Buitrón et al. 1993) y sobre I1posomas muttilamelares (Díaz 

, 992). Parecen existir dos mecanismos de acción uno incluye ttctívidad 

tosfoHpasa (la cual no está presente en todas las proteínas) sobre lípidos de 

- :mbrana (Scott et al. 1990) y otro se relaciona con penetración y alteración
:e membranas por act1v1dad no enz.imátrca (Díaz et al. 1991 ), donde la

-�utralizacíón de las cargas básicas de la molécula parece dar origen º
-:eracciones hidrofóbicas que favorecen la penetración de la molécula en
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membranas (Rutini et al. 1992). Se han detectado otras actividades 

farmacológicas en miotoxinas como ef ec1o anticoagutante (Alvarado & 

Gutiérrez 1988). Recientemente se han sin1etizado tres péptidos de un alto 

contenido catiónico correspondientes a diferentes segmen1os de la mfotoxina 11 

de B. asper. uno de los cuares posee activídad citolftica en células endoteliales 

(Lomonte et al. 1994). Sin embargo, no se conoce la acción de estas 

moléculas ni dt=: la rniotoxina completa sobre bacterias (8. Lomonte, 

comunicación personal). 

A 

Lisozima 

l 10 20 30 40 SO 
SLGELGKHILQETCKNPAKSYGA'iC-CtlCGVLGRGKPKOATDRCCl'VSF;CCY 

1\ 
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100 
iLTCCNPAADRYSYSWKDKTIVCGENKSCL.lU:LCECD!UI.VAICLRENLNTY 

N 
110 120 

KKYRYYU.PLCllAOAC 

B 

Figura 13. A. SoCtJencia da le. rniotoxioa II da Bothorps 
aspér, B. Dia.grarna esquernalico da la miotOKiná U de B. asper 
(Tomado de Ami el al. 1994). 

La Jisozirna es una proteína catióntca que. de acuerdo a su origen, posee 

entre 123 y 185 aminoácidos (Figura 14A) con un peso promedio de 14.4 Kd, y 
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se obtiene en grandes cantídades de la clara del huevo de gallina {Stryer 

1988). El arreglo tridimensional de la molécula es complejo (Figura 14B} 

aunque son claramente distinguibles regiones con hélices n y láminas � 

(Phillips i966). Se encuentra ampliamente distribulda en tejidos, secreciones 

exocrinas y células circulantes del cuerpo humano (Lentner 1984}. En el curso 

de la evolución hafl ocurrido cambios tanto a nivel de secuencia nucleotídlca 

como de es1ructura terciaría en las lisozimas d'e distintas especies (Weaver et 

al. 1985). 

A 

1 LO 20 30 40 50 

KVEGRCE t,AAAMKRRGLAC O'EFYSLGNWVCAAKFES?�FNTQA'I't.'RNTOGS'I' 

o 

60 70 80 90 l0C 

YGI�QINS�WWCN�WVTSRQFNLCNil'CSALLS�DITASVNCA.1Qi:.IVSDGNG 

110 120 

MAAWVA'Wa$�G'I'OVQAW 

B 

Figura 14. A. Secuencia de Ja lisozlma aviar. B. Diagrama 
esquematice de la lísozima da ganso. Los enlaces disulluro se 
indican óOr'l líneas punteádas (Tornado da Weaver et al. 1985). 

La lisozima posee una acción antibacterial tanto contra organismos gram 

negativos como gram po�itívos (laca.no et al. 1980). Dos modos de acción son 
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posibles para la lisozima: un mecanismo incluye una acciór. hidrolítica sobre el 

enlace glicosídico que une a la N-acetllglucosamína y el acido N

aoetilmurámlco en el esqueleto de la pared celular bacteriana (Chipman & 

Sharon 1969) �' el otro mecanismo depende de una perturbación de la 

permeabilidad de membrana (Wang & Germaine 1991) que depende de la 

naturaleza catiónica de la proteína (Laible & Germaine 1985). Además, la 

lisozima parece capaz de acoplarse a lipopolisacáridos (Takada et al. 1994), 

activar autolisinas (lacona et al. 1983) e inhibir la coagregación de bacterias 

(Murakami et al. 1991). 

Proteínas catiónicas antimicrobianas 

El primer miembro de este grupo en caracterizarse 1ue la proteína 

ca1iónica antimicrobiana con peso de 57 Kd {CAP57) (Farrey et al. 1988}, 

conocida también como proteína bactericida incrementadora de permeabilidad 

{BPI) (Elsbach & Weiss 1993a y b). Posee 456 residuos, es rica en lislna en su 

extremo amino, siendo hidrofóbica y menos cargada en su extremo carboxilo 

(Gray et al. 1989). Originalmente aislada de neutrófilos human.os y de conejo 

(Weiss et al. 1980), se ha detectado también en bovinos (Leong & Camerata 

1990). Actúa exclusivamente sobre bacterias gra,m nega1ivas (Weiss et al. 

1992) debido a la alta afinidad que posee por la mo:écula de LPS (Gazzano

Santoro et aL 1992), produciendo alteración en la permeabilidad de 

membranas (Mannion et al. 1990). 

Otra proteína con alta afinidad por el LPS es la proteína catiónica 

antimicrobiana de 142 residuos y 18Kd (CAP18) (Hirata et al. 1994) aislada de 

granulocitos de conejo (Larrick et al. 1991), con actividad tanto contra bacterias 

gram positivas como gran negativas (R. Gennaro, comunicación personal) 

.(Figura 8). 

l 10 

Arg-Cys-Va,,l-Gly-Thr-Val-'l'hr-Arg-Tyr-Gln
Ala-

20 
Trp-Asp-Ser-Phe-Asp-Ile-A�g-Cys-A8n 

í=lgura 8. Secvencia del péptido CAP18A. Se orgína por 
digestión proteolitlca de la proteína CAP18. Los residuos 
corresponden a los aminoacidos 106·125 de la molécula 
original ITomado óe Larrick et al. 1991}. 
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CAP 18 no presenta homo1ogia con CAP57. pero si está estruc1uralmente 

;el acionada con una serie de proteínas de l SKDa aisladas de 

::-oiimortonucleares de conejo que se encargan de regular la actividad de 

:;AP57 (Ooi et al. 1990), lo que revela una co�pleía red de interacciones en 

estas motéculas {Levy et al. 1993). 

Aeido etHendiaminotetracético 

El ácido etitendiaminotetracético (EDTA) es un agente que?ante sintético 

(.==-¡gura 15) que posee ta capacidad para formar seis enlaces de coordinación 

al asoclarse a iones metálicos (Schubert 1966). El EDTA posee efectos 

:-actericidas con1ra gram negativas (Temple et al. 1992a) a través de la 

1:iteracción con cationes inorgánícos estabilizadores, seguido por la 

disgregación y solubilización de lipopolisacárrdo, proteínas y lípidos de la 

membrana externa (Temple et aL 1992b). Aparentemente el EDTA también es 

capaz de activar fosfolipasas (Hardaway & Buller 1979), de inhibir la síntesis de 

1e. envoltura celular (Rastogi et al. 1990) y de inhibir ureasas (Kwon•Chung e1 

al. 1987), 

A 

B 

Figura 15. A. Fó,mula estructural del EDT A. B. Dibujo 
esquemático ele dos moléculas de EDTA unidos a t,m 
aromo de plomo (Tomado de Schubert 1966). 
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Trisa mina 

La trisamina (TRIS) es una base monoacfdica débil, utíllzada como 

amortiguador o como agente emulsifícante, que puede prepararse por la 

reducción o hidrogenación catalítica del correspondiente compuesto nítrico 

(Wtndholz 1976). 

En concentraciones moderadamente altas es capaz de so!ubilizar la 

membrana externa bacteriana (lrving et al. 1981). El mecanismo de acción 

incluye una desorganización de moléculas de LPS ar reemplazar otros 

cationes estabilizadores menos voluminosos {Schindler & Osbom 1979). 
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JUSTIFICACION 

La envoltura celular de las brucelas presenta a damás de una 
composición única. propiedades particulares (Moriyón et al. 1987). La 

membrana externa, a diferencia de la mayoría de las bacterias gram negativas, 

no es sensible a la acción del ácido etilendiamlno1etracé1ico, por lo Que se 
sugiere que el lipopolisacárldo en Brucelfa no es establlizado por cationes 

divalentes que puedan ser quelados por el EDTA {Morly6n & Berman 1982). 

La polimixina 1arnpoco es activa en Brucefla (Moreno 1979), lo que concuerda 

con la menor cantidad de grupos negativos cargados en el LPS como el ácído 

3-desoxy•D•manooctulosónico donde podría actuar este agente catiónico
(Moreno et aL 1979), y compagina con la presencia de fosfatidiloolina en la

membrana eX1erna, que es un fósfolipido que resiste la acción de la polimixina

(Felngold et al. 1974). Además, parecen existir relaciones más estrechas en

Bruce/la. respecto a otras enterobacterias, entre proteínas asociadas al

peptidoglicano (Moriyón & Berman 1983) y proteínas asociadas 2.I

llpopollsacárido (Rojas et al. 1994). Por otra parte, la membrana externa de

esta bacteria se caracteriza por una alta hidrofobicidad debida probablemente

a la presencia de ácidos grasos de cadenas largas (Moreno 1990). Estas
características representan con probabilidad adaptaciones a una vida

parasítica 1n1race1urar y hacen de Brucefta un modelo atractivo para el estudio

de agentes microbicidas que Interactúen en {orma activa con componentes de

la pared celular para flevar a cabo su acción.

Tomando en cuenta que en Brucella es posible delectar sensibilidad a 

antibióticos hidrofflicos que utilizan porinas (Garcia-Rodriguez et al. 1993) o a 

permeantes hidrofóbicos de bajo peso mofecular (Martlnez de Tejada & 

Moriyór. 1993), pero no está del todo carac1erizada la resístenc;o hacia 

moléculas como los agentes policatiónicos que utilizan como ruta de inareso la 
vía de autopromoción {Hancock 1984). modelo que involucra I a 

desorganización de la membrana externa para la acción del agente 

involucrado {Hancock 1991), se hace patinente un estudio para de1erminar la 

sensioi11éad de Bruce/la hacia aquelios agentes que puedan u1 iliza, este 

mecanismo, valorando asf las propiedades particulares de la envoltura celular 

de esta bacteria. 



OBJETIVOS 

Esta tesis tiene como objetivo gener�I el de evaluar la sensibilidad de 

dos especies de Brucefla a un amplio espectro de peptldos catiónicos y 

agentes con capacidad para sensibilizar la membrana externa de bacterias 

gram negativas. 

Los objeÜvos específicos que se persiguen son; 

• Determinar el efecto en vlabilldad de los diversos agentes sobre Bruce/la_

• Cuantificar las concentraciones lelales de los diversos agentes.

• Investigar el acop1amien1o de estos a.gentes a la membrana externa de

Bruce/la.

• Estudiar si las moléculas de LPS poseen la capacidad para acoplar estos

agentes.

• Estudiar si otros elementos de la envoltura celular poseen también capacidad

para acoplar estos agentes.

• Identificar la posible acción de fosfolipasas A miotóxicas en bacterias.
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MATERIALES Y METODOS 

CULTIVO DE LAS BACTERIAS 

Las características de Bruce/la abortus cepa S19 (LPS tipo liso 

silvestre). disponible como vacuna comercial (Professional Biological Co., 

Denver. CO. Estados Unidos). 8-abortus cepa 45/20 (LPS tipo rugcso 

mutante) y B. o vis cepa REO 198 (LPS 1ipo rugoso silvestre) han sido descritas 

con anterioridad (Moreno, Berman & Boettcher 1979). El testigo l=scher;chia 

coli ATCC 29648 (LPS tipo liso silvestre), fue cedido por A.I. Lehrer 

(Departamento de Medicina. Universidad de California en Los Angeles. 

Estados Unidos) E. coli fue cultivada en medio M acCon key ( Di feo 

Laboratories, Detroit. M!, Estados Unidos). mient ras que B. abortus y B. ovis

crecieron en medio Agar-Sangre (Difco) en presencia de CO2. Las bacterias se 

repicaron en placas de petri recién preparadas y se incubaron a 37ºC por un 

período de 24 horas en el caso de E coli y 72 horas en BrucelJa. Concluida la 

incubación se almacenaron las placas en refrigeración 49C hasta el momento 

de ser utilizadas. 

ENSAYO DE ACCION BACTERICIDA 

Trisamina. ácido etilendiaminotetraacético, lisozima aviar. pofí-L-lisina. 

polí-L-ornitina, polimixina B sulfato, magainina 11. magainina II amida. cecropina 

A. cecropina P1. melitina y lactoferrína bovina fueron ob1enidos de Sigma (St.

Louis. MO. Estados Unídos). Lactoferricina B fue donada por W. Beflamy

(Industria de Leche Morinaga. Higashihara, Japón). proteína catiónica 18A así

como bactenecinas 5 y 7 fueron facilitadas por R. Gennaro y D. Romeo

(Departamento de Bioquímica, Biofísica y Química de Macrornoléculas.

Universidad de Trieste. Italia). defensina NP-2 fue suministrada por R.I. Lehrer,

Departamento de Medicina, Universidad de California en Los Angeles, Estados

Unidos), rniotoxina I y miotoxina II de Bothrops asper, miotoxina I de Bothrops

nummifer as[ como miotoxinina I y 11 fueron obsequio de J.M. Gutiérrez y B.

Lomonte (Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica). Todas las
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moléculas se disolvieron en agua bidestilada y desionizada a una 
concentración de 5 mg/ml para ser guardadas en cungelación a -209C. 

En e! momento de utilizarse, las bacterias crecidas en las placas de petri 
fueron resuspendidas en 5 mi de amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7 
suplementado con peptona (Di1oo} ar 1 % con ta ayuda de una barra de vidrio. 
Luego se centrifugaron dtirarite 20 minutos hasta la obtención de un botón que 
fue resuspendido en 1 o mi del amortiguador. A 1 mi de esta solucJón se 
agrega.ron otros 9 mi de amortiguador, se realizaron cuatro dilllcion es 
ad[ciona les seriadas en el orden 1 :'1 O, y se determinó espectrofoto
métrfcamente la fracción cuya concentración de bacterias equivalía a 4x105

unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, a través de lecturas a 420 nm en eí 
caso de Bruceffa y 600 nm para E. ccU, con el uso de relaciones prev¡amente 
establecidas como referencia entre concentración de bacterias y densldad 
óptica (Alton et al. 1975. Apéndice 1 ). Se tornaron 100 �•I de la fracción (de tal 
forma que se seleccionaron 4xH>5 UFC/ml). y a esta se agregaron 1 o µg del 
agente a analizar suspendldos en 3 itl de agua bfdestílada y desionízada y se 

incubó a 37ºC durante 20 minutos. Una vez trans currido el tfempo se 
agregaron 900 µJ de amortiguador a la suspensión y se realizaron o�ras dos 

óilUciones adicionales sariadas en el orden '1 :1 O, para cul1ivar finalmente 100 
,ti de cada una de las dos últimas diluciones por cuadruplicado en los medios 

adecuados (Agar Trlpticasa-Soya [Ditco] para Bruce/la. y Agar Nutritivo (Oifco) 
para Escherichia) con incubación a 37ºC hasta la apar¡ción de coloriias cuyos 
tamaños permitieron su conteo. Junto a cada ensayo se realizó una prueba 
testigo en la cual fue agregado ünicamente amortiguador sin agente 
microbicida a la fracción que con1enía 105 UFC/ml. con el desarrollo .del resto 
de la prueba en forma similar al p�oced1m¡ento antes descrito, y los resultados 
se expresaron como porcentaje de inhibición del crecimiento de bacterias en e! 
ensayo normal respec1o a la prueba 1�stigo. En el caso de que no se observara 
efecto rnhibitorio para algún agente particular con las condiciones antes 
especrficadas, se incrementó el tiempo de incubación con el agente respecfr10 
hasta un máximo de 180 minutos, momento a partir del cual, si todavía no se 
observaba accíón microbicida, se incrementó entonces la concentración del 
agente hasta un máximo de 200 �tg/ml 
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ENSAYO DE ZONAS DE INHIBICION 

Y DETERMINACION DE CONCENTRACION LE:T•L 

Se resuspendieron colonias, se centri1ug�ron y se prepararon dilucíones 
seriadas en forma símilar al ensayo anterior. para elegir por espectrofotometría 

aquella fracción que poseía. una concentracíón de 4x107 UFC/ml. De esta 

so[ución se tomó 1 mi que se agregó a 2 mt de amortiguador de fosfatos y esta 

mezcla se adicionó a 3 mi de medio Peptona-Glucosa-Levadura (PGL: 1 O g 

agarosa, 10 g peptona. 10 g glucosa y 0.5 g levadura por litro) concentración 

2X, manter,ido a 37ºC para evitar su geli1icac�ón. Se homogenizó el medio con 

las bacterias para luego d!strlbulrlo en una placa de cultivo que se mantuvo a 

temperatura ambiente durante 60 minutos para permitír solidificación, y una vez 

1ranscurrido este período se practicaron en el medio hoyos de 3 mm de 
diáme1ro, donde se agregaron 3 µl de agua bidestllada y desionczada que 

contenían cantidades variables del agente mfcrobicida a analizar que 
oscilaban entre 1 o y 0.5 flQ. Las placas se incubaron a 37ºC y se permitió el 

crecimiento de las colonias embebidas en el medio de cultivo hasta la 

aparición de colonias de tamaño apreciable. Con una regta graduada hasta 

0.5 mm se hicieron las medidas pertinentes en los casos en los que apareció 

un halo que indtcaba la inhibición de crecimiento bacteriano debido a la 

difusión del agente analizado a partir de los hoyos practicados al medio. La 

prueba testigo se constitiyó como el análisis de hoyos en los que se agregó 

únicamente agua sln agente: microbicida. Los resultados se expresaroh como 

gráficos que muestran el diámetro de los halos formados versus la can1idad de 
péptido agregada en los hoyos. La concentración le1al de cada agente para 

cada bacteria se calculó de acuerdo al modelo matemático publicado por 

Hultm2rk e1 al. (19B2)(Apéndice 2). 

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS 

A BACTERIAS 

Luego de resuspender colonias de Bruoella o E:scherichia, centri1ugarlas 

y preparar una serie de diluciones seriadas en forma similar al ensayo 

bactericida descrito anteriorroente. se determinó por densidad óptica la fracción 
que contenía 4x107 UFC/ml. de la cual 100 µI (que posei an por lo tanto 4x 1 os
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U FC/ml) fue,on incubados junto con 1 O ��g del agen�e a analizar 

$vspendldos en 3 �,J de agua destilada y desior,izada durante 30 minutos a 

4�C. Transcurrido es1e tiempo se centritugó la suspensión durante 20 minutes. 

se descartó el botón que se obtuvo y se volvió a centrifugar por 01ros 20 

minutos para descartar nuevamen1e el botón y someter a análisis el 

sobrenadante. Para determinar si el agente microbicida utilizado se había 

acoplado o no a la membrana de la bacteria empleada hasta el momento en la 

prímera par1e de este ensayo. se observó si el sobrenadante obtenido 

presenta.ba ac1ividad bactericida al agregarlo a un botón de E. colí colectado 

Juego de centrifugar durante 20 minutos una solución con volumen de 100 �d y 

que contenía 1 os UFC/rnl. Se agitó el sobrenadante con el botón para 

resuspender este último y se incubó entonces durante un periodo de 20 

minutos a src para continuar el ensayo como se hizo en la parte finaf de la 

prueba de acción bactericida. 

En el caso de que la bacteria analizada en la primera parte de la prueba 

tuera E coli. se corría en forma pararela a este ensayo o1ra prueba equivalente 

que següia todos los procedimientos descritos con anterioridad hasta el 

momen10 en que se obtenía el sobrenadante a analizar, paso a partir del cual 

se agregaban 900 Jd de amortiguador directamente a los 100 �d de 

sobrenadante y se realizaban otras dos diluciones adicionales seriadas en el 

orden 1:10 para 1rnalmente cultivar 100 J.1.I de estas dos úl1ímas dilucíones en el 

medio propicio. De esta forma se determinaba. el número de bacterias que no 

se lograron sedimentar luego de realizar los dos periodos de centrifugación 

mencionados, y que se agregarían al botón con 10s UFC/mt En el caso de los 

ensayos con Bruce/la no era necesario realizar esta prueba paralela ya que al 

crecer más rápidamente E. coli. las brucelas que no se lograron sedimentar no 

interferían con el recuento final de colon,as. Para las pruebas testigo se utilizó 

amortiguador sin agente mlcrobicfda durante la primera incubación de 30 

minutos a 4ºC y los resultados se cntormaron al igual que en el ensayo 

bac1erícida. como porcen1aje de inhibición de crecrmiento de bacterias en la 

prueba normal respecto al ensayo testigo. En el caso de péptidos de acción 

rápida se utilizó un ensayo similar al que se emplea en el acople de agentes 

microbicidas al LPS. sustituyendo en los pozos las moléculas de LPS por 

bacterias (ver siguiente sección), 
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ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS AL LPS 

Se utilizó LPS de B. abortus cepa s 19, LPS de 8. abortus cepa 45/20, y 

LPS de B. ovis cepa REO 198. así como el LPS testigo de Salmonella

montevidso, extraídos y purificados de 2.ciJerdo a métodos descritos 

anteriormente (Moreno et al. 1981). Se disolvieron a una concentración de 25 

mg/ml en agua bldestilada y des;onízada, se sonicaron para favorecer la 

solubilización de las moléculas. y se almacenaron en refrigeraciór. a -20ºC. Se 

prepararon placas con medio PGL y 4X107 UFC/ml, similares a las utilizadas en 

ta prueba anterior, se practicaron los hoyos de 3 mm de diámetro. y se 

agregaron en todos 5 �tg del agente microbicida a analizar, junto con 

cantidades variables de los lipopolisacáridos que oscjlaban entre 25 y 1.25 µg ►

para determinar si tos diferentes LPS poseían la capacidad para acoplar a los 

agentes analizados, de tal forma que impidieran la formación de halos de 

inhibición de crecimiento de bacterias. En la prueba testigo se agregó agente 

microbicida pero no se agregó LPS. Los resultados se expresaron corno 

gráficos que muestran el diámetro de tos halos de inhib[cíón de crecimiento 

versus la cantidad de LPS agregada. 

ACOPLE DE AGENTES IIICROBICIDAS 

A FRAGMENTOS DE ENVOLTURA CELULAR. 
18LEBS' O ANTIGENO SALINO 

Se utilizaron 'blebs' de B. abortus S1& que contienen esencialmente 

membrana externa con LPS y proteínas del grupo 3 {Gamazo et al. 1989}. Ya 

que las brucelas rugosas no producen 'blebs', se usaron fragmentos de 

membrana envoltura celular que incluyen tan1o membrana externa como 

interna en el caso de B. aborlus 45/20 (Moriyón & Berman 1982) y antígeno 

salíno que posee membrana externa rica en LPS y proteínas del grupo 3 

(Gamazo et al. 1989). 
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SENSIBILIZACION DE BACTERIAS 

Se preparó una suspensión de B. aborll;s 45/20, se centrifugó y se 
prepararon diluciones seriadas, a partir de las cuales se eligió por densidad 
óptica aquella fracción que poseía una concentración de 8x107 UFC/mL Se 
tornaron 100 µI de esta solución y se agregaron a 100 µl de una solución de 20 
mg/mt de LPS de S. montev;deo o LPS de B. ab.:Jrius Si 9. Se sonícó la mezcla 
tres veces, lJn segundo cada vez, para permitir la incorporación de moléculas 
de LPS a la ME de fa B. abortus 45/20. Se incubó la solución con las bacterias 
durante 18 horas a 401'C y posteriormente se realizaron tres lavados para 
descartar al LPS del sobrenadante después de centrifugar por 20 minutos. El 
botón obtenido finalmente se resuspendió en 200 µI de amortiguador, fue 
separado en dos mitadas fguares, y se condujo el res1o de la prueba como un 
ensayo bactericlda, al agregar a una de las dos mitades 10 �tg del agente a 
analizar. que se íncubó por 20 minutos. La otra mitad se utilizó como testfgo. 
Los resultados se iniormaron como porcentaje de ínhibicíón del crecimiento de 
colonias. 

ANALISIS ESTRUCTURAL 

DE MIOTOXININAS 

Se estudiaron las secuencias de las miotoxinínas I y 11 mediante un 
análisis de hidropatlcidad a través del método de Kyte y Doolittle {1982} 
(Apéndice 3) para determinar la capacidad de combinación con el agua de ias 
dos moléculas. Los resultados se expresaron como gráficos de los valores de 
hidropaticidad. También se ana!ízaron las secuencias para determinar. l� 
posible tendencia a formar héilces a mediante análisis con el método descrito 
por Schitter y Edmundson (1967)(Apéndice 4). Los resultados se expresaron 
como representaciones axiales de las molécula.s. 
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RESULTADOS 

ENSAYO DE ACCION BACTERICIDA 

En el Cuadro 1 se presen1an los resultados obtenidos al determinar la 

sensibilidad de las. bacterias utilizadas frente a los diteren1es agentes 
catiónicos muestreados. 

Cuadro 1. Actividad anti bacteria! de los aqentes eatiónicosª. 

,\gcntl: 
batteri<:i<la 

l\•1etitina 
Polimixina 8 sulfato 
Cccropina /\ 
Cecropina Pl 
Magainina 2° 
Magainina 2 amida 
Bactenedna 5 (0-31} 
Bactenecina 7 ( l -35} 
Proteína t:atiónic:a 18A 
Po1i-t.-Ornitina 

l'olí-L�Lisína 
Dcfcnsina NP-2il

1 actoferríd na H., 
T.act<>ferrina bovinad

Miotoxina ( 8. m.1mmifer)Q 
Míotoxiirn 1 ( H. aspcr}d 
fi.·liotoxl11a n (H. .ispcr}6 

Miowxilthta 1 11 

l\Jiotoxinina U11

Liso:i'.ima8 

ffiTJ\C 

Trisa minaº

E e-olí R ahorrus B. abortu.� B. ovi.�
29648 S 1 <J 45/20 Rl:O l CJ 8 

100.00:!{).00 )9.03•7.07 31.61�.47 39.97:1.59 
100.(lO:tO.OO 0.62:t.0.29 23.94:t:l.02 32.82:tl.47 

100.00 0.36' 0.5:21 0.611 
97.751 4.91' 22.s1 ◄ 2-tOO
93.67f 1.01' 1.30 2.-1-sr
8-t8� 0.00 0.521 0.971

76.80i;S.22 0.S'hü.71 5.97�1.11 1 l.89�L46
97.30:t0.75 1.39±0.76 8.Sfu2.19 100.00�0.00
91.01��.oo 1.o'k0.R2 9.91±1.68 14,30:2.s..i
9'J.54i0.42 0.<)M.n 14.7�].44 57.'.W!!:4. to
99.G3;[).:U 0.S hü.33 0.95s 1.:-H 55.88�.33
93,99 ... ·�.65 0.5&.-0.36 1.52±{).30 N.D.u
93.9-hl.l C) 10.95:1.52 23.lSi.l.04 25.60-z0.53 
85.83.t:l.96 0.63.±().26 9.4'M,74 15.61-z2.34 
-tS.15�1.55 0.O-k0.17 0.57�0.05 10.9hd.67
-11.74�2.61 0.3&0.68 0.73sO.34 18.C)7;t5.06
87.351:1.49 O.ll:t:1.46 17.13,d .55 24.29:0.89

95.,,JBf 0.4:zr 0.881 1.31' 
0.00 0.00 U.00 0.0(1 

81.12;t2.54 6.9�2.16 17.6-J±J.49 30.30±1.76 
97.26±0.77 0.92:0.71 2.5& t.45 6.8--b4.G5 
7í,.S6•?.01 1.41:1.11 2.2h2.11 33�:¼:1.55 

ª La actividad se expresa corno porcentaje de inhibición en el crecímiento de la bacteria luego de incubar
durante 20 minulos con 10 ¡&g del agente (a e><cepción de los casos 1ndicados). 

b Se lncubó durante 160 mir,utos con 1 o 119 del agente. 

e Se incubó durante 90 minutos oon 1 D !l9 del agente. 

d Se incubó duranla 180 minutos oon 10 ,,g del ageme y 10 flQ de liso:zima.

• Se incubó durante 1 BD mlnulos con 200 � del agen1e.
1 Se realizó únicamente un ens�yo para cada prueba.

g No $e detem11nó. 
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A excepción de B. avisen presencia del péptido bactenecína 7 [1�35], E.

col; en todos los casos fue menos resistente a la acción de los distintos agentes 
calión[cos que las brucelas. los agentes de mayor potencia contra E. cot; 
fueron cectopina A. poltmlxlna B. melltína. poli-L-li�ina, poli-L-ornitina

1 

cecropina P1 y bactenecina 7 (1-35}. Defensina NP-2, magainina 2. 
tactoferricina B y mío1oxinina I presentaron una activi�ad superior al 90% de 
inhibición del ctecirniento ba.::,eriano únicamente después de incrementarse el 
tiempo de incubación. El ácido etilendiaminotetracétfco logró tambfén un efecto 
importante sólo después de incrementarse notablemente el tiempo de 
incubación así como !a cantidad del compuesto (en el caso de 1risamina. 
aunque se variaron las condiciones en forma similar al EDTA, l os resultados no 
1ueron igualmente saUsfactorios}. Las miotoxinas y la lactcferrina bovina 
presentaron actividad sólo después de aumentar el período de incubación y de 
agregarse llsozima junto a la proteína, y en el caso de la miotoxina I de B. asper 
y ta miotoxlna de B. nummifer los resultados fueron siempre inferiores a! 50% 
de inhibición en la formaclón de colonias, aún después de la combinación con 
la muramidasa, La miotoxinina 11 no exhibió ninguna actividad. 

B. abort.us S 19 fue la bacteria que desplegó mayor resistencla. Para este
organismo los agentes con mayor actividad microbicida fueron melí1ina y 
lactoferricina 8 respectivamen te, aunque estos porcentajes de inhibrcíón (19.03 
y 10.95%) estuvíeroh muy por debajo de los niveles mínimos observados en E. 
coli para los compuestos con la menor actividad (41.74% en el caso de la 
mio1oxrna I de B. asper). Los demás agentes, con excepción de lisozima. 
presentaron una acc,ón casi nula siendo magaínina 2 amida det todo inactiva. 

B. abortus 45/20 ocupó en todos los casos una posición intermedia de
sensibilidad respecto a B. abortus 819 y B. ovis. Melitina fue la mol�cula que 
mostró er más alto porcentaje de inhibición (aunque al iguar que en el caso de 
B. abortus S19, este resultado fue ir.feriot a los mínimos en E. co/1). Lisozima,
lactoferrlcina B. polimixina B sulfato, y cecropina P1 también inhiblero'1
considerablemente el crecimiento de la bac1eria, El resto de las moléculas
tuvieron una actividad variable, siendo las menos efectivas cecropina A.
magainina 2 amida, la miotoxina de B. nummifer y la rniotoxina I de B. asper.

B. ovis fue la brucela menos resistente. Como se mencionó
anteriormente, esta bacteria fue muy sensible a la acción de bactenecina 7 (1-

35), siendo incluso liger<,1mente más sensible que E. cofi (en todos los demás 
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casos B. ovis presentó más resistencia que Escherichia). Poli-L-ornitioa y poti

L-lisi na inhibieron en forrna notable el crecimiento del parásito. así como 

melitina, polimixina y lisczjma en menor grado. Magainina 2 amida y cecropina 

A fueron las moléculas menos activas. 

ENSAYO DE ZONAS DE INHIBICION 

Y DETElilM.INACION DE CONCENTRACION LETAL 

En las Figuras 17, 18, 19 y 20 se observan los resultados del ensayo de 

zonas de inhibición con los agentes microbicidas que permitleron establecer 

curvas de relacíón en1re el diámetro de los halos formados y la concentración 

del agente. 
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Fígma 17. Ensayo de zonas de inhibición.
A. Polimixina 8 sullato. B. Lactoremcina B.
□S19, M5/20, 0 REO 198.
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En los gráficos no se presentan los datos para E. coli. que no pueden 

compararsf:! directamente con los result:idos de las brucelas ya que, al crecer 

los parásitos intracelulares más leiltamente (el tiempo medio de reproducción 

de Brucella es 2.5 horas, mientras que el de E coli es 20 minutos). los agentes 

microbicidas pueden difundir una distancia mayor a partir del pozo donde se 

agregan formándose así halos de mayor tamaño, por lo que se podría 

interpretar una mayor sensibilidad a los agentes por parte de las brucelas, lo 

cual se descarta de acuerdo a la información obtenida a 1ravés del ensayo de 

acción bactericida. Sin embargo, dentro del mismo género Bruceifa si pueden 

establecerse relaciones al ser los tiempos de generación similares. 
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Figura 18. Ensayo de zonas de inhibición. 
A. Bactenecina 5 (0·31 ). B. 8actenecina 7
(1-35), □ S19 . .i 45120, ◊ REO 198.
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Es posible observar que en todos los casos, B. abortus S19 fue la 

bacteria más resistente a la acción de los agentes catiónicos presentando halos 

de menor tamaño, mientras que B. ovis resultó la más sensible con los halos 

mayores, ocupando B. abortus 45/20 una posición media. 

Los halos formados por los distintos agentes presentaron características 

variadas. Bactenecina 7 ( 1-35) y melitina mostraron halos con bordes 

claramente definidos (en el caso de melitina !�e notable la presencia de un 

borde de bacterias muy engrosadas limitando al halo). Polímfxina 8 sulfato y la 

proteína catiónlca antimlcrobfana 1 BA exhibieron bordes definidos a 

concentraciones altas. pero límites difusos a bajas concentraciones. 
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Figura 19. Ensayo de zonas de 
inhibición. A. Poti-l-lislna. 8. Poll·L·

orr.itina. □ S19. !J. 45120
1 
0 REO 196. 
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En los casos de cecropina.s A y P1, y de magainlnas 2 y 2 amida, se 

observaron halos con bordes relativamente definidos, y un ligero gradiente de 

bacterias no inhibidas creciendo en el interior de los halos. En al caso de las 

miotoxinas, a pesar de que se observó una reducción en la densidad de 

bacterias creciendo alrededor del pozo donde se agregaron las proteínas, 

nunca se llegó a observar la formación de un verdadero halo de ínhibición. En 

e: caso de lactoferrina. lisozima, ácido etílendiaminotetracétfco y trisamtna, no 

se observó alteración alguna en et crecimiento de las bacterias. La prueba no 

se llevó a cabo con defensina NP-2. 
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figura 20. Ensayo de zonas de inhibición. 
A. Proteína catiónica anlimicrobiana18A.
B. Mélitína. O S19

1 
6. 45/20
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Q REO 198.
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En el Cuadro 2 se muestran los datos de concentracíón le1al para los 
agentes bactericidas, calculados a partir de las curvas anteriormente mostradas 
o a panir de pozos únicos, de acuerdo a la metodología de Hultmark y
colaboradores {1982)(ver Apéndice 2).

Cuadro 2. Concentraciones létales e inhibitorlasde los agen1as catiónicosa. 

Agente E coli 

bactericida 29648 

Polimíxina B sulfato 1.032'>.15 
l..actoferrictna B 2.83:t0.30 

Proteína. catíónica 18A 3.64-0.10 
Melitina 3.73:!Ü.27 
Baetenecioa 7 (1-35} 12.14t1.08 
Bactenedna 5 (0-31 ) 24.37:t:S.82 
Cecropina A 14.72<:.d 

Cecropina Pl 17.37C.�

Magainina 2 N.H.ll,C,(l 
Magainina 2 amida 39.7(1.cí 
Poli-L-Ornitina 22..26:3.79 
Poli-L-Lisina 34.l4d4.61

B. a.bortus B. �borrus

S19 45/20 

0.3&0.02 0.13!0.O1 
N.H.b 43.72-::2.14<i

2.8S!t().07 l.«M).06 

1.67�.12 l.Sfu:0.19 
4.2 5-;t().35 0.7Ul02 

62.57�7.91 r; 4.05:0.48 
10.40=·� 4.4ge..a 

7.64c,i;I 2.2]c..d 

8,67°·ª 6.2� 
26.54C.d 6.2� 

N.ff.b 9().03-::70.82
N.H.b 23.67:0.23 

B. ovis

R8) 198 

O.lM.01
1.63±0.18
1.1&0.03 
l.0SJJ.11
0.45±0.06
0.07:tO.OO

3.Q2C'.d

1.91 c,a
4.480,CI 

4.7()C·cí 
66.17-:14.82 

12.69:2.45 

11 La ooneentraciórl !atal se define �mola menor concenlradón de péptido (�,mi) necesaria para inhibir 
la formación dfJ i;:olonias en la pláCá és ggar. Se c;.¡lo.ilaron los dátos a parill" de curvas en que �� 
asocia la ca11tióad óe agente agregad� y el diámetro �e los h�los tormad� (excepto en los ca�s 
indir.ados). 

b No se formaron halos. 

e Se caltlJt6 la COC'lcentración letal a partir de los datos de un solo poto. 

d Se tea1iz6 Onicamente Url erisayo pata cada prueba. 

Como se mencionó anteriormente. los datos de E. cofi y las diferen1es 

especies de Bruce/la no son comparables. En E co/i, pollmixina B sulfato 
presentó la concentración letal más baja. Lactoferrlcína 8, la proteína -catiónica 
an1imicrobiana 18A y melitina también presentaron valores bajos. Poli-L-lisina 

mostró el date de más alto ·va!or. 

Analizando las distintas brucelas, se observa que se requirieron 
concen1raciones rnás altas de agentes microbicidas en B. abo11us S19 para 

ejercer un ef ec1o inhibitorio. Polimixina B sulfato presentó la menor 

concentración letal en esta bacteria. Melítina y prot�ína catióníca 

antimicrobiana 18A 1uvierori así mismo una concen1ración letal baja. El valo� 

más alto se observó en baote.necina 5 (0·31 ). Tanto para B. abortus 45/20 como 

para B. ovis, polimfxina 8 sulfato fue la molécula con el valor más bajo de 
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concentración letal, mientras que poli-L-ornitina fue el agente con la mayor 

concentración letal. Las dos bactenednas mostraron valores bajos en B. ovis, 

así como bacteneciria 7 (1-35), proteína calíónica antimicrobiana 18A y melitlna 

para B. abortus45l20.

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDA$ 

A BACTERIAS 

En la Figura 21 se muestran ros resultados para la prueba de acople a 

bacterias efectuada con defensina NP-2 y lactoferricina B. 
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' Figura 21. Acople de agentes microbicidas a 
bacterias. A. Defensina NP·2. B. Lactoferricina

B. □ S19, .6.45120. Q REO 198. O E coli.
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Esta prueba se llevó a cabo utilizando comparación de porcentajes de 

inhibición del crecimiento de colonias únicamente para péptidos cc,mo 

defensina NP-2 y tactoferricina B que requirieron tiempos extensos de 

incubación para desarrollar su actividad, ya que con agentes de acción rápida 

no se logró estandarizar la metodología. 

Como puede observarse en la Figura 21, si el tfempo de la primera 

incubación de ros péptidos con ca:'.Ja una de las bacterias se incrementa. se 

observa un menor porcentaje de inhibición en ef crecimiento baqteríano de E 

coli (debe recordarse que en todos (os casos la segunda incubación del 

sobreriadante obtenido en la primera parte del ensayo se realizó centra E. colt). 
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indicando asi que el peptido se está acoplando efectivamente a los organismos. 

ya que existe una menor cantidad de agente bactericida líbre en el 

sobrenadante que se está analizando. Sin embargo, se puede detectar 

craramente Que B. abortus S 19 es la bacteria que acopla menor cantidad de 

péptido porque permanece rnás agente en el sobrenadante para actuar 

inhibiendo posteriormente el crecimien1o de Escherichia. mientras que E coli es 

el organismo que más compuesto acopla. B. abortus 45/20 y B. ovis acoplan 

menos cantidad de agente que E. coli, pero no alcanzan los bajos niveles de 

acople mostrados por B. abortus S1 9. 

En la Figura 22 se muestran ros resultados de Ja prueba de acople a 

bacterias para polimixina 8 y para melitina. Este ensayo se llevó a cabo 

utilizando zonas de inhibición en aquellos péptidos de acción muy ráp�da y que 

a la vez formaron halos de gran tamaño en p!acas con colon1as de E colí. B. 

abortus S19 fue la bac1eria que menos péptido acopló, ya que permitió la mayor 

difusión de las moléculas y por lo tanto se formaron los halos de mayor tamaño. 

mientras que para E. coli se observaron los halos más pequeños. lo que indica 

que en esta bacterta se da un mayor acople de los péptidos. Nuevamente B. 

abortus 45/20 y B. avis ocuparon posiciones intermedias respecto a E. coli y B. 

abortus S19. con un menor acople de móleculas a B. ovis. 

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS AL LPS 

En las Figuras 23, 24 y 25 se pueden observar los resultados de las 

pruebas en las cuales se determinó sj los agentes catiónicos ten ian I a 

capacidad de acoplarse a lipopolisacarídos de las distintas bacterias. 

Comparando aJ LPS de Salmonella montevid(!JO y al de B. abortus S 19, 

ae acuerdo a la Figura 23 se puede observar que el lipopolisacárido de B. 

abortus es el que acompla la menor cantidad de pépHdos, ya que permite la 

formación de halos de diámetro mayor. En la Figura 24. cuando se analizan 

además ros LPS de B. abortus 45/20 y a. ovls. se encuentra también que la 

molécula de S. montevideo es la que adsorve una mayor cantidad de agentes 

microbicidas con excepción del LPS de B. abortus 45/20 en presencia de 

melítína. ya que a la máxima concentración de lipopolisacárido, se comporta 

prácticamente igual al de Salmonella. Sin embargo, se observa que el LPS de 

B. ovis acopía menor can1ídad de péptidos que el LPS de a. abortus 45/20, a
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pesar de que B. ovis como bacteria completa acopló más moléculas 

microbicidas que B. abortus 45/20. 
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Figura 24. Prueba de acopla de agentes 
microbicidas. al LPS. A. Melitir.a. B. Pro�elna 
catiónica 18A. a $19,·A 45/20, (: REO 198, o s.

montevideo. 

Además, es notable además destacar que de acuerd9 a la Figura 25, 

frente a factoferricina By a polimixina B sulfato, el LPS que menor cantidad de 

péptido acopló fue el de B .• ovis. acoplando menos péptido incluso que el LPS 

de B. abortus S 19. 
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ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS 

A FRAGMENTOS DE ENVOLTURA CELULAR, 

'BLEBS" O ANTIGENO SALINO 

45 

En las Figura 26 y 27se muestran los resultados de la prueba de acople 

de agentes microbicidas a f �agmentos de envoltura celular, 'blebs' o antígeno 

salino. 
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De acuerdo a las Figuras 26 y 27 se observa que los 'blebs' de B.

abortus S 19 acoplaron cantidades muy slmllares de pé"pt1dos que los 

fragmentos de envoltura celular de 8. abortus 45/20. mientras que el antígeno 
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salino de B. ovis fue el Que acopló mayor canUdad de péptidos en todos los 

casos. 
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Figura 27. Ensayo d& acopla a envoltura 
celular, 'blebs.' o antlgenc salino. A. Polim1xlna 
B. B. lactoferriclna B. cJ S19, 6 45/20. � REO 
198. 

SENSI BILIZACION DE BACTERIAS 

CON LPS 

En el Cuadro 3 st? ilustran ¡os datos de la prueba de sensibiliz.ación de 

bacterias utilizando lipopol1sacáridos. 



Cuadro 3. Actividad antibaclerial de a9entes caliónicos al sensibllzar a a. abortus45/20 con 
lipopolisacáridos8. 

Ag�lltC Testigo LPS LPS 

bactericida �in LPS B. aborws S1 9 !!,: monte\·iJco 

Melitina 31.61•7.47 16.40�1.14 (p<.O(}) )b 99.09�.43 

Polimixina 8 sulfato 23.94d.02 8.94:().67 (p<.001 )1> 99.11 :O. 9➔ 
Lactoferricina B 23.ISd.04 l 7.17d>.S3 (p<.OOl)b 97 .-(l:c+.:23-4 

Poli-L-Ornitina 14,74:3.44 l lJ � 7.02 (p<.02)b 98.06:1.39 
Proteína c:atiónica 18A 9.91:t-I.68 7.2hO.S3 {p<.0l)t 97.86±0.48 

Bactenecina 7 (1-35} 8.Sfu:2.19 7,43�.97 (p<.2)b 98.7h1.08 
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• La actividad :¡¡e expresa corno porcon\aje de lnh;bición él'\ forma similar a oomo se describió en el Cua<!n:� 1
D Probabilidad de direrencia slgniflcatlva r�s�oco al teSligc

Al some1er la membrana de 8. abortus 45/20 a la incorporación de 

lipopolísacáridos de S. montevideo y de 8. abortus $19, y luego realizar un 

ensayo de sensibilidad a la acción bactericida de los distintos agentes 

microbicidas, se observa que mientras el tratamíento con LPS de s. monrevideo 

sensibiliza a las bacterias a la acción de los péptidos. el LPS de 8. aborlus S19 

ejerce incluso un efecto protector sobre las bacterlas en la mayoría de los 

casos. 

ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS M IOTOXININAS 

En la Figura 28 se muestra el análisis de hidropa1icidad en las moléculas 

mio1oxinina I y 11.
hldropa.tlcídad 

figura 28. Nivel de hidropalicidad de las miotoxlninas 
1 y I!. Se tJtilizó tJn ámbito da 1 residuos para calcular los 
valores. O Miotoxinina l. O Mlotoxfoina 11. 
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Se observa que la miotoxlnina I posee una región hldrofóbica hada el 

extremo carboxilo de la motécula y un carácter h[drofíllco en su extremo amino. 

mientr(ls que la miotoxinina ti es uniformemente hidrofilica. 

En las Figuras 29 y 30 se ilustran las secuencias y las proyeccjones 

axiales de cada una de las miotoxininas. 
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1 

B 

• 
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Lvs 
l 

o 

Leu 

Ly¡ 
12 
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10 

O 9 Pro 

o 2 Lys

13 
Lys 

Figura 2.9. A, Secuencia d9 la miotoxínina l. B. Proyeccióll 
axfal de ra rn[otoxinina l. t:os círcu[os ne�ros indica11 residuos 
hidr��ót-tcos. los cirCtJ!�s rler:>s muestran residuos h1drolili�s. 

Es posible detec1ar de acuerdo a la Figura 29 que la miotoxinina I tiene 

un alto po1encial para formar una hélíce o de caracter anfiHlico debido a la 

distribución de los residuos
_ 
hidrofílícos en una cara de la proyección axial y los 

residuos hidrofóbicos en ta otra cara de la molécula. Por el contrario, en la 

Figura 30 se observa que-la mio1oxinina 11 no posee este potencial ya que 
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existen únicamente tres residuos hidrofóbicos que no se ubican agrupados en 

una sola región de la proyección axial. 
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Figi.ir,i 29, A. Secuencia de la mio�oxlnlna 11. B. Proyección 
aJt:ial de la miotoxinlna 11. Los circulas negros lndlcah residuc,s 
hldrof6bicos. Los círculos claros muestran residuos 
hidrofllicos. 
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DISCUSION 

Los resultados demuestran Que E. coli, ta bacteria que se usó como 
testigo en 1odas las pruebas, fue más sensible que Bruce/la a la acción 
bactericida de los agentes catiónicos. Además, los péptidos fueron más activos 
er. su acción microbicida que las proteínas. 

Observé una gran varledad de actividades mícrobicidas en las distintas 
moléculas catlónicas. Analizando el caso de E. coli únicamente, que fue el 
organismo en el cual se estandarizaron los procedimientos, encontré que la 
polímtxlna B sulfato, la poli-L-lisina y la poll-L-ornltina poseen una potente 
actividad bacter1clda muy similar entre sí, lo que está de acuerdo con trabajos 
an1eriores (Carr & Morrision 1985, Moore et al. 1986, Vaara 1981, Vaara & 
Vaara 1983). La melitina fue otra de las moléculas con gran poder bactericida, 
pero la literatura menciona que muchas veces las preparaciones comerciales 
de este agente vienen acompañadas de fosfo!lpasas a tas que hacen 
responsables de llevar a cabo gran parte de la acción citolltica (Wille 1989). En 
este trabajo. sin embargo. observé que la miotoxlna II de 6. asper, a pesar de 
no ser una fosfolipasa activa (Francis et al. 1991) presentó más actividad que la 
miotoxina I que si tiene actividad fosfofipasa además de acción mio1óxica 
(Gutiérrez et al. 1984b). Tomando en cuenta que estas proteína necesitan de la 
lisozima para demostrar su acción. no se descarta una actividad potencladora 
de fosfolipasas en los resultados obtenidos con el péptido del veneno de abeja. 

La magainina 2 amida trabajó mejor que la magainina 2 gracías a la 
sustitución de tres residuos relativamente hidrofób:cos en la molécula natural 
por residuos altamente hidrofóbicos ef'I el péptido sintético que le confi�ren una 
mayor anfifilicidad y consecuen1emente una mayor ac1ividad bactericida. Las 
cecropinas presentaron actividades semejantes entre sí y fueron a su vez mos 
po1entes que las magaininas. tal y co mo se ha descri!o anteriormente 
(Groisman et al. 1992a). La defensína NP•2 presentó una actividad débil en 
comparación a otras moléculas utilizadas en este e�udio a pesar de ser una de 
las moléculas más activas en su farnilia. sin �mbargo mis resultados 
concuerdan con los hallazos de otros laboratorics (Groisman et al. 1992b. 
Vaara 1992) Be llamy y colaboradvres (� 9S-3a) encontraron que la 
lactoferrtcína B ac1úo en un tiempo menor de incut-aclón que e1 utilizado aquí. 



52 

Sin embargo las condiciones de tiempo, concentración y solución no 1ueron las 
mismas. lo que puede explicar la variación entre ambos ensayos. 

La miotoxinina I actuó en forma similar a la lacioferricina. El analisís de 
la actividad bactericida de péptidos sintéticos con secuencias similares pero 
diferentes lc·ngitudes indica que aque¡las moléculas con un tamaño que oscila 
alrededor de los 20 aminoácidos son las que presentan una mayor acción 
mícrobicídc. (BessaHe et al. 1993, L�ir �tal. 1988) mientras que agentes de 
mayor o menor numero oe residuos exhiben una disminución en la actividad. 
Sería interesante sintetizar homólogos de la miotoxinína I de mayor longitud 
(esta molécula posee 13 amínoácidos) para determinar si su potencial' 
antibiótico puede increr.:;�mtarse, Posiblemente IG. miotoxinina H no presenta 
acción deb:do a su pequeño tamaño (posee un aminoácido menos que fa 
miotoxinina I}. por su carácter hidrofilico a lo largo de toda la molécula (lo que 
impediría que se insertara. en membranas) y a la presencia de cargas negativas 
en los residuos de asparagina {que neutralizan las cargas positivas de los 
residuos catiónlcos). 

Corno mencioné anteriormente, detecté que las proteínas tuvieron en 
generaJ ef �1os más débiles que los péptidos de bajo peso molecular. A nivel 
de co:1centración mc,lar trabajé siempre con una menor cantidad de proteínas 
respecto a péptidos. pero algunos autores indican que igualando las 
concentraciones molares de lactoferrina y lactofertlclna B, esta última siempre 
es más activa presentando un efecto bacterlcida. mientras que la proteína 
comp:eta presenta sólo un efecto bacteriostático en las mismas condtciones 
(Benamy et a!. i 993a. Yamauchi et al. 1993f Lo anterior concuerda con mis 
resultados y sugiere que además de reledones estequiométricas se deben 
tomar en cuen1a impedimentos estéricos, como un gran volumen, que pueden 
impedir a sstas mo!éculas penetrar_y desorganizar la membrana e>cterna de las 
bacterias. Es importante señalar que este fenómeno es mayor en membranas 
de bacter:as gram nega1ivas que en organismos gram positivos o en 
membranas de células 9'-'Cariónicas. En este estudio la lactoferrina fue capaz 
de ejercer •Jna acción permeabilizante junto a lisozima como se ha observado 
en otros ensayos dc,.., de agentes catiónicos tacilit2.n la acción de I a 
murarn¡da�.a (Vaara & Vaara 1981) to que sugieíe que efectivamente es el 
tamaño de la molécula � que impide que actúe por sf sala en. bacterias gram 
negativas. 
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De acuerdo a mis resultados, la miotoxina 11 de B. asper es capaz de 

permeabilizar bacterias y hasta donde teng o conocimiento, esta tesis es el 

primer informe en el que se demuestra actividad permeabilizadora por parte de 

fosfolipasas A miotóxicas de viperidos en bacterias (anteriormente se haoía 

descrito la acción bactericida de la fosfolipasa básica de la cobra Naja 

nigrico!is (Elapidael pero sólo en mutantes de E. cofi K12 ya que la cepa 

silvestre siempre fue resistente [ChwetzoH 1990]). La miotoxinina I es 

probablemente el dominio molecular que induce esta permeabilización. Para 

la miotoxina de B. nummiter y la miotoxina I de B. asper que prnsentaron una 

baja actividad microbicida frente a E, colf aún después de agregar lisozima, los 

resultados indican que estas moléculas a pesar de estar estructuralmente 

relacionadas con la miotoxina II y de poseer caracter anfif llico y actividad 
independiente de la acción fosfolípasa (Días et al. 1991. Gutiérrez el al. 1989) 

no présentan los requerimíentos de cationicidad o estructura química específia 

necesarios para permeabilizar la membrana externa de E. coli. Obtener la 

secuencia de estas miotoxirias seria muy valioso. ya que asi se podrían evaluar 

adecuadamente los requisitos estructurales necesarios para la acción ci1olitica 

en bacterias. 

La lisozima, que es una enzima de un tamario muy similar al de las 

miot oxlnas. posee la capacidad para acoplarse al LPS en solución {Takada et 

al. 1994). También tiene acción microbicida semejante a la de la poli-l-lisina a 

través de actividad de dominios catíónícos independientes de la accción 

muramídasa en bacterias gram posi1ivas (Laible & Germaíne 1985, Tompklns et 

al. 1991. Wang & Germaine 1991). Sin embargo no actúa por sí sola en 

bacterias gram nega1ívas (Vaara & Vaara 1983a). Sería interesante realizar 

en sayos que permttan evaluar si son únicamente condicionamientos estéricos 

los que impiden actuar a la lisozi�a sin ayuda de otros agen1es, y si posee un 

poder permeabilizante que permita la acción de moléculas catiónicas de bajo 

peso molecular. Para esto se pueden utilizar sondas fluorescentes que 

penetren el espacio periolásmico sin alterar la víabilidad de las bacterias 

(Martínez de Tejada & Monyón 1993). 

Las pruebas de zonas de inhibición con brucelas no refle)an a cabalidad 

los resul1ados del ensayo -bactericida. Se ha asumido que por los tamaños 

similares de los péptidos utilizados en este trabajo, las ve�ocidades de difusión 

en la pla8a de agar son muy parecidas, pero pueden existir elementos 
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particulares a neve( de arreg[o tridimensional o estructura química que alteren la 
movilidad de las diferentes moléculas. Además. existen factores como 
interacciones con el medio que son difíciles de evaluar_ 

Las concentraciones 'letales' en brucelas calculadas por el método de 
zonas de inhibición no son comparables con las obtenidas en E coli. debído no 
sólo a diferencias en el tiempo de generación de las dos especies sino también 
al nivel de afinidad de las moléculas catiónicas por las bacter¡as. Con un 
tiempo de generación de 20 minutos para E coll, al cabo de 5 horas se 
tendrían 4x109 bacterias a partir de un sólo organismo, mientras que con un 
tiempo de generación de 2.5 horas para Brucefla, al cabo de 5 horas se 
tendrían únicamente 4 bacterias a partir también de un sólo organismo, y así 
por unidad <;Je área siempre existirían más unidades de E. coli que podrían 
consecuentemente adsorver una mayor cantidad de péptidos. A esto hay que 
agregar que la atinindad de las moléculas microbicidas por las bruceias es 
aproximadamente 5 veces menor que en el caso de E cofi. Lo anterior explica 
por qlJé -en Bruceffa se obse1 va que los agentes catlónicos difunden distancias 
mayores, formando halos de mayor dia.rn.etro y sugiriendo concentraciones 
letales más bajas que para E. coli, !o que está en desacuerdo con los 
resultados del ensayo bac1ericióa. En conclusión. la determínadón de 
concentracíones 1letales' por el método de zonas de Inhibición no sirve para 
calcular la acción de los páptidos contra las brucelas respecto a otros 
organismos. Sin embargo la 1écnica es valiosa para comparar la 
susceptibilidad entre las di1eren1es especies de Bruce/la ya que todas tienen 
prácticamente el mismo tiempo de generación. 

Steiner y colaboradores (1981) así como Sornan & HultmarK (i 987)

informan de valores de concentración letal de cecropinas inferiores ? los que 
se calculan en este trabajo de acuerdo a los ensayos de zonas de inhibición, 
así mismo Wade y colaboradores ( 1990) en magainlnas. Sin embargo, :os_ 
valores que se muest,an aquí para las cecropinas (Y también para las 
magaininas) provienen de da1os de pozos únicos por lo que se debieron u1ilizar 
diámetros inferiores al diámetro critico para calcular las concer.traciones letales 
(ver Apéndice 2) y esta metodología generalmente proporc, .. :,na valores que 
sobrestiman los v�lores reales (Hultmark et al. 1982). Curiosarnen1e, la 
lac1oterricina B que a nivel de ensayo bactericida tuvo una G..:.cíón imporiante 
relativa en B. abortus S19 y 45/20, fue incapaz de formar r.a10s de inhibición 
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para B. abortus S19 y también actuó en forma muy débil frente a B. abor1us

45/20 en esta prueba. Esto nueva:nente demuestra inconsis1encias en el 

ens{lyo de zonas de inhibición. 
Al estudiar en forma global la acción de los agentes microbicidas tanto 

en E cof; como en Bruce/la, no se observa un mismo patrón de acción de los 

distintos pép1idos para cada baderia. Groisman y colaboradores (1992b) 
ob'servaron 1ambién trabajando co� melitina, magainina 2. defensina NP�1 y 
cecropina P1 que distintas cepa� de Salmonella eran diferencialm ente 
sensibles a la acción de las moléculas catiónicas. 

Los agentes catiónicos utiliza.dos en el presente trabajo adoptan 

estructuras tridimensionales variadas. sin embargo no observé un patrón 
característico de acción de acuerdo al tipo de conformación: hélices a er1 el 

caso de las cecropinas, magainine.s, y meliHna; lámina � en la defensina; 

comibinación de hélices a y láminas f} en las proteínas como la lisozima. ta 
lactoferrina y las miotoxinas: hélices (1. o láminas � según el solvente en el caso 

de la poli-L-fisina.. y la polí-L-ornit1na; estructura. desconocida aunque se 

reconoce un caracter antipático en las bacienecinas, prnleína catiónica 

antimicrobiana y lactoierricina B. La miotox:nína I parece ubicarse en una 
región de ta m:otoxina 11 que no equivale a una hélice <( (B. Lomon1e, 

comrJnica�ión personal} pero er anál:sls de proyecció:i axiaf indica que posee 

todas las cualidades para 1ormar una estructura de este tipo (ver Figura 298} 

Blondelle & Houghten { 1992) mencionan que estudiando péptidos con 
conlenidos símilares de aminoácidos pero dif.eren1e arreglo 1r idimenslonal, la$
láminas � presentan menor actividad microbicida que las hélices a. La única 
lámina � utilizada en este trabajo fue la oefensina NP-2, pero tomando en 

cuenta que la magainina 2 adopta la es1ructura de una hélice o, y requirió un 

tiempo superior de Incubación �ara lograr un resultado similar al de la 
defensina. no se puede generalizar el hallazgo de Blondelle & Houghten 

(1992). 
Kini y Evans ( 1989) encor traron en una serie de agentes con 

capacidades cítolítícas (entre etJ�s cecropinas, magaininas, melitinas y 
miotoxinas) un patrón catiónico y ar':fílico involucrado en la a:::Hvidad de es�as 

moléculas En el presente ·estudie aunque la presencia de un sitio catiónico 
asociado a una región aniífíli�a estat-a presente en la mayoría de las moléculas
analizadas, no se detectó un motive catiónico uniforme tan i;specífico como el 
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descrito de acuerdo al criterio de estos autores (Klni & twanaga 1986). El 
péptido cor. una mayor can1idad de cargas positivas asociadas a un sólo sitio 
activo fue el derivado de la proteína catiónica antimicrobiana 18A (11 cargas 

positivas y 6 cargas neutras interespaciadas) que mos1ró una nota.ble acción 

bactericida e inhibitoria, pero cuya actividad fue superada por otras moléculas. 
Lamentablemente no se conoce la con1ormación tridimensional de este péptido 
µara asf determinar como están distribuídas las cargas en el espacio. aunque 

análisis con la me todología de Schiffer & Edmundson (1967) permite 
establecer que no se trata de una héflce a_ Por el contrario, la molécula con el 

menor número de cargas positivas asociadas a un sólo sitio activo fue la 
meli1ina (4 cargas positivas dispuestas linealmente) que resultó ser la molécula 

más podercsa de todas las mue�treadas naciendo un balance global de su 

actividad. ES1e hecho demuestra que. como se ha comprobado anteriormente 

para la polimixina B y derivados (Vaara 1992) y como indican incluso Kini y 

Evans (1969), a pesar de que el caracter catiónico es necesario para la acción 

de los agentes microbicidas (se menciona un requerimiento mínimo de 4-5 

cargas positivas para la presencia de actividad m1crob1cida [Blondelle & 
Houghten 1992. Vaara & Vaara , 983b]), la estructLJra Química específica de las 
moléculas también presenta relevancia, ya que en muchos casos determinará 

la especificidad de la acción de las moléculas. Especialmente en B. ovis es 

importante este fenómeno, ya que moléculas muy relacionadas entre sí como 
las dos crecroplnas utilizadas. o tas dos bactenecinas. presentaron resultados 

mlJy distintos en tos ensayos bactericidas. 

Como menc:oné anteriormente, las bacterias del género Bruce/la fu e ron 

más reslstentes a la actlvldad de agentes catiónlcos que una enterobacteria 
típica como E. cof/. La única excepción fue B. ovis en presencia de bactenecina 
7 (1-35), cuyo case se discute m�s adelante. La menor acción bactericida 

contra Brucalla se debe mtJy probablemente a que estos péotidos se acoplan a 

la membrar.a de la bacteria con mucha menor afinidad que a otras bacterias 

gram negativas. En favor de esta hipótesis tenemos que la defens;na NP-2. 

melítina. po1.m,x1na By lactoferricina B se acoplan a Bruce/la en mucha menor 

escala que a E coli

El LFS es considerado como determinante en la acción de los péptrdos 
ya que a es�a molécula se da el acople inicial para desorganizar la membrana 

externa_ Ñecientemente se ha identificado Que en el mutante de Salmonelia
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typhimurium pmrA sensible a polim1xina (Vaara 1981) ef detecto que se 
observa se localiza en un locus regulador de dos componentes que 
normalmente detecta la presencia de cambios en el ambiente y genera una 
respuesta adaptativa en el organismo (A.otand et al. 1993). en este caso 
particular la síntesis de una molécula de lípldo A con susti1uciones en los 
grupos fosfato por 4•amlnoarabinosa y fosforiletanolamina, volviendo al LPS 
menos negativo y menos suoeptible al aco¡.;iie de moléculas catiónicas. 

los expe:-ímentos nevados a cabo en mi 1rabajo apuntan a una efectiva 
preponderancia de esta molécula en la susceptibilidad a los agentes 
catíónicos. Esto se demostró en las pruebas de sensibllzación de bacterias por 
LPS heterólogo ya que las bruceta.s tratadas con LPS de S. montevJdeo fueron 
más propensas a la acción de las moléculas microbicidas que los testígos, 
mie111ras que aquellas tratadas con LPS de 8. abortus S19 presentaron en 
varíos casos mayor resistencia a la actividad antibiótica que las brucelas 
rugosas sin ningún tratamiento. 

De acuerdo al tipo de LPS de cada bacteria, asf fue la sensibilidad 
contra agentes catiónicos exhibida. Repetidamente se ha mencionado q1Je 
bacterias con LPS de típo rugoso son más suceptibles a la acción de agentes 
microbicidas que !as bacterias con LPS de tipo liso. Esto se debe 
principalmente a que las cadenas O pueden enmascarar los grupos negativos 
cargados en la regíón donde se ubica el ácido manooctufosónico (KDO) y el 
lípido A (Capodici et al. 1994 1 F&rley et al. 1988, Weiss et al. 1986). De hecho, 
en B. abortus 45120 se ha descrito una mayor densidad de cargas expuestas a 
nivel de superficie que en B. aborrus S19 (Schurig et al. 1981 ). Aún más. en S. 
canis (una brucela de tipo rugoso que ocurre naturalmente al igual que B. ovis)

se detec1an sitios anrónicos expues1os en la membrana externa atribuldos a 
grupos carboxilo y fosfato en fa m�lécula de LPS (Weber et al. 1977). En las 
pruebas de acción bactericida se observa claramente que las brucelas de 
morfología rugosa fueron más suceptibles a los agentes microbicidas que las 
brucelas de morfología lisa. De igual forma

1 
se observó una concentración letal 

interior en bacterias con LPS de tip0 rugoso. 
En el ensayo de acople de cép1idos a bacterias, observé claramen1e una 

correlacíón entre el acople de tos agen1es microbicidas a las bacterias y la 
actividad de los respectivos agentes. Así, E co/; fue siempre la bac1eria que 
acopló una mayor cantidad de péptidos catiónicos y fue a su vez el organismo 
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más sensible. En Brucefla. B. abortus S19 fue la cepa que acopló menos 
cantidad de agen1es bactericidas y a su vez fue la más resis1ente. mientras que 
B. ov;s acopló mayor cantidad de moléculas y fue el organismo más sensible
dentro del género. No fue posible estandarizar la metodologla utilizada para la
lactoferricina By defensina NP-2 en et caso de melitlna y polimixina B perque
la acción de estas dos últimas motéculas es tan rápida que los intervalos de
ma�ejo de material durante la prueba resultan demasiado extensos para poder
establecer con claridad tiempos puntuales de activldad como se reque;ía para
realizar gráficos como los obtenidos con el procedimiento original.

En las pruebas de acople de péptidos al LPS, observé que el LPS de 
Salmonella montevideo posee una mayor capacidad de acople que los LPS de 
las distintas brucelas. En los ensayos er. los que trabajé con LPS de las tres 
especies de Bruce/la utilizadas, encontré que el LPS de B. abortus 45/20 
siempre acopló más péptidos· que el LPS de B. abortus S19, lo que 
correlaciona con una mayor sensibilidad a la acción de los distintos agentes 
Sin embargo, se pudo comprobar que en B. ovis REO198 no se podía 
establecer esta relación ya que el LPS de esta bacteria, en presencia de la 
melitina acoplaba menos pépt:do que el LPS de B. aborlus 45/20. a pesar de 
haber sido B. ovis notablemente más. sensible en íos ensayos bactericidas y de 
zonas de Inhibición. Además, en presencia de pollmlxina 8 o lactoferncina 8
el LPS de B. avis acopló menos péptido incluso que el LPS de 8 abortus S19. 
bacteria que tue mucho menos sensible a la aocíón de estos agen1es que 
B.ov;s (compárense los datos de porcentaje de inhibición para la poHmixina 8)
Una explicación posible a este fenómeno 'es que el LPS de S. ovís no se
constituye como un LPS de tipo rugoso simitar al LPS de B. abortus 45120. sino
que es un l1popolisacárido con propiedades particulares como lo tevela e:
hecho de poseer determinantes c3!1tigénicos d¡ferentes de los LPS de cepas
lisas o de mutantes ru�osos derivados de estas cepas lisas. como es el case
del LPS de B. abortus 45/20 {Diaz & Bosseray 1973, Moreno et al. 1981). En
este sentido. debe recordarse que B. ovis es una especie con un LPS rugosc
natural (Dlaz et al. 1967).

Otra conclusión factible es que aunque el LPS es una molécul� 
Importante para la acción de los agentes catíónicos. no es el único componente 
de membrana externa involucrado en esta actividad. Los ensayos de acople 
de agen1es microbícidas a ,b.lebs1

, componentes de envoltura celular y a.1tfgenc 
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salino revelan que e1ect1vamente existen otros elementos además del LPS 
relacionados con la acción de las moléculas bactericidas. El antígeno salino 
de B. ovls posee además de LPS. proteínas de membrana externa del grupo 3 
(Gamazo et al. �989, Riezu-Bo; et al 1990) a las que podrían acoplarse 
también los antibióticos muestreados. El hecho de que células rugosas de B.

ovís pero no otras brucelas lisas remov¡eran anticuerpos contra pro1efnas del 
grupo 3 (Riezu-8oj et al. 199ü), así como la inducción de inmunidad en ratones 
al vacunar con·antigeno salino de B. ovls (Jiménez de BagOés et al. 1994) 
sugiere que estas proteínas estan expuestas en la superficie de bacterias 
intactas. Se ha observado que la lactoferrina puede acoplarse a algunas 
proteínas de membrana externa de E. ccH pero no se detectó acople a 
proteínas del grupo 3 (Erdei et al. 1994) Sin embargo, estas protefnas 110 son 
equivalentes al grupo 3 en Bruce/fa.

La similitud en los resultados de acople en el caso de los 'blebs' de B.

abortus S19 y los fragmentos de envoltura ceiular de B. abortus 45/20 podría 
deberse a la existencia de porciones de membrana cltoplasmática incluidos en 
los fragmentos de envoltura celular. Esto sugiere que en realidad se estaba 
analizando una menor cantidad envoltura en comparación a los 'blebs' de B 
abortus S 19. 

La idea de que otros elementos ajenos al LPS están involucrados en la 
acción de agentes catiónicos es apoyaóa por el hallazgo de otro mutante de 
Salmonella typh;murium sensible a defensinas, magainínas, melitina y 
cecropinas. El defecto del mutante se ubica en un locus regulador de dos 
componentes sensible a cambios en el ambiente (Fields et al. 1989. Grolsman 
et at. 1992b) que no interviene en la síntesis del LPS, por lo que en este 
mutante el iipopolisacárido es una molécula normal. El gen esta involucrado 
en !a producción de una proteína.peñplásmica o de membrana que serfa la
responsable de Is resis1enc,a a los péotldos (Mlller et al 1989). En otras 
bacterias gram negativas se obse�ó la presencia de este locus. no así en 
Bruce/la (Groisman et al. 1989), lo que no implica que este parásito no posea 
un sistema análogo. 

Por desgracia, se conoce muy poco sobre las caracterist,cas de la 
membrana externa de B. ovis. lo que c¡ficulta la interpretación de uno de los 
resultados más sobresalien!es del presente trabajo. como lo es ia completa 
sensibilidad de esta bacteria a la acción de la bactenecina 7 (1-35). Existe 
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además el inconveniente de que es1a bactenecina es uno de los pocos 

péptidos sobre los cuales no se posee información sobre su estructura 

1ridimensionat. por lo que es todavía más difícil el análisis de los datos (la 

presencia de un alto número de prolinas indica que probablemente no se trata 

de una hélice u o de láminas (3). A nivel de estructura secundaria se predice un 

patrón similar en cuanto a ra estructura de las dos bactenecinas (Figura 11 B), 

pero se observa un distanciamiento ligeramente mayor entre los diferentes 

dominios de giros empacados en la bactenecina 7 (1-35) (Frank et al. 1990} 

{ver Figura 118). En bac1en�clna 5 (0�30) el motivo más característico es la 

secuencia Arg•Pro-Pro mientras que en ra bactenecina 7 (1-35) es la secuencia 

Pro•Arg-Pro. En estas ligeras diferencias es donde debe radicar el poder de 

acción de ta bactenecina 7(1-35) sobre 8_ ovis, indicando nuevamente que la 

estructura química de los pépUdos catiónicos, Incluso a niveles muy finos como 

los mencionados anteriormente, determinan un comportamiento tan disímil 

como el observado en las bactenecinas fren1e a B. ovis. Incluso se ha 

observado que un péptido aislado de bovinos denominaoo PA-39 y que es 

igualmente rico en argininas y prolinas como las bactenecinas, posee un 

mecanismo de acción totalmente distinto que no involucra lisis de membranas 

sino ínhibícíón de la síntesis d.e proteínas y de ADN (Boman et al. 1993}. Es 

Interesante que las bactenecinas aisladas en bovinos no actuaron contra el 

parásito bovino, sino contra el parásito ovino. También resulta interesante 

destacar que la bactenectna 7 (1�35) junto con la melítina (el péptido más 

poderoso de acue;do a los resultados obtenidos) formó los halos de 

características más definidas en los ensayos de z.onas de inhibición. 

Los resultados de mi tesis concuerdan plenamen1e con los datos 

obtenidos en una tesis de doctorado realizada en forma paralela en España 

(Martínez de Tejada 1993) en la c_ual, trabajando principalmente con Bruce/la

abortus 2308 {lisa} y RB51 (rugosa) así como con Bruce/la melitensls 8115 

(rugosa) y Rev1 (li&a) se detectó qu
.
e la polimixina y la protamina no sólo no 

poseen un e1ecto microbicida sobre estas bacterias. sino que ni siquiera 

provocan cambios de permeabilidad en la membrana externa. Además, se 

observó que e! patrón de incorporación a través de ta membrana externa de 

sondas fluorescentes fue ·muy distinto en B. ovis respecto a los mutantes 

rugosos de 8. meJJtensis y B. abortus, realirmando la particularidad de (a 

envoltura celular de esta bacteria. 



Los datos acumulados hasta el momento permiten reafirmar er modelo 

que se conoce respecto a la membrana externa de Brucella, en el cual el LPS 

posee una menor cantidad de cargas negativas, existe una gran hidrofobicidad 

debido a la presencia de ácidos grasos de cadena larga, se observa una 

estrecna relación entre proteínas con componentes del periplasma y de la 

membrana externa, y existen componentes de caracter particular como la 

fosfatidi!collna que recientemente se ha comprobado inhibe no sólo la acción 

de la polimixina. sino también la de defensinas y magainlnas [Vaz-Gornez et aL 

1993] y lípldos de ornitina que sustituyen fosfolípidos pero cuyo papel resta 

todavía por evaluarse frente a agentes catiónicos {Figura 31), 

La ausencia en Bruce/la de la vía de autopromoción (Hancock 1984) es 

Figura 31. Modelo de la envoltura celular de 
Bruce/la. La presencia de líplóos de omitina en la capa 
exterior de la membrana externa no ha sido 
comprobada. 

de notable importancia ya que. com� me�cioné en la revisión de literatura. las 

moléculas catiónicas que utilizan este mecanismo para efectuar su acción 

microbicida representan una importante línea de defensa en una gran variedad 

de organismos. y en mamíferos en particular estos agentes están presentes en 

cantidades importantes en los fagocitos profesionales. células que son 

parasitadas precisamente por Bruce/la. 10 que implica que esta bacteria está 

adaptada al ambiente hostil que representan los tagosomas de esas células y 

consecuentemente a la vida intracelular 



CONCLUSIONES 

• La membrana externa de Bruce/la representa Lina barrera efectiva contra

aqueflos agentes microbicidas que utilizan la vía de autopromoción como

mecanismo de acción.

• La ausencia de esta vía esta determinanda por una escasa capacidad de

acople de los agentes microbicidas a la membrana externa de Brucella.

• El LPS, a pesar de estar involucrado en la resistencia a los agentes que

utHizah la vía de autopromoción. no es el único determinante Que define la

actividad de estas moléculas.

• La membrana ex1erna de Bruce/la ovis REO 198 presenta particularidades

respecto a la envolutura de otras bacterias rlJgosas como Bruce/Ja abortus

45/20.

• Las fosfolipasas A miotóxlcas de vipéridos poseen capacidad para

permeabirizar la membrana externa en bacterias gram negativas.

• La miotoxinina l. péptido derivado de la miotoxlna 11 de Bothrops asper,

presenta actividad bactericida.
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PERSPECTIVAS 

Bruce/la es un modelo bacteríar,o en el cual todavía falta mucha 

información por conocerse. Recientemente se ha aislado un nuevo biotipo de 

un mamífero marino (Ewalt et al. 1994), reservorio nunca anies descrito para 

esta especie pero relacionado filogenéticamente con ungulados (Thewísse:i et 

aL 1994), y se ha revelado la presencia de un genoma cornpuesto por dos 

cromosomas (Michaux et al. 1993), tenómeno anteriormente observado sólo en 

los géneros Rhodobacter, Agrobacterium y Rhizobium, que son todos 

organismos cercanos filogenéticamente a las brucelas (Allardet-Serven1 et al. 

1993). 

A nivel molecular, la información también es fragmentaria respecto a las 

adaptaciones de Bruce/la. Identificar exactamente la estructura y composición 

de la membrana externa de este parásito no sólo implica avances en ciencia 

básica sino que también permite una seleccíón más adecuada de fármacos 

que controlen efectivamehte la brucelosis y otras bacterias relacionadas como 

las ricketsias. 

Día a dfa se descrlben nuevos agentes microbicidas aislados de u n  

número cada vez más extenso de taxones. Entre los más recientes hallazgos 

se  encuentran los pépt1dos antlmic;obianos eQuínos (Couto et al. , 993). las 

proteínas microbicidas murinas (Hiemstra et al. 1993) y los pép1idos in1estinales 

porcinos (Agerberth et ai. 1993). En nuestro país se efectúan trabajos para 

caracterizar a los nuevos péptidos miotoxinlnas. En múltiples laboratorios 

realizan esfuerzos para producir híbridos de moléculas ya conocidas con un 

espectro de acción más poderoso (Andreu et al. ·�992, Steiner et aL i 988, 

Wade et al. 1992) y a nivel indus1rial para permitir su comercialización '(Piers et 

ai. 1993, Rao et al. 1992, Tarnamura et al. 1993). El estudio de esta nueva 

generación de antibióticos no sólo ofrece una poderosa alternativa al mercado 

actual donde se observa resistencia a los agentes tradicionalmente u1ilizados 

(Cohen 1992, Neu 1992. Travis 1994). sino que el estudio de sus mecani.smos 

de acción ofrece la posibilidad de arrojar luz sobre las propiedades y 

características de los modelos en les cuales se utillzan. 
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APENDICE 1 

LECTURAS TURBIDIIIETRICAS 

Cuadro 4. Leduras turbidimétñcas y correspondencia en nOmero 
de unidades formadoras de cok>nias para �- coli. 

Densidad óptica a 600 nm 

77.◄

80.5

82.1

84.5

88.3

Número de bacterias (x1o&) 

4.0 

3.4 

2.2 

1.6 

1.0 

Cuadro 5. lecturas turbidimétricas y cocrespondencia en número 
de unidades fonnadoras de COionias para Bnx:ella. 

Densidad óptica a 420 nm 

72.8 

76.6 

80.5 

65.5 

90.6 

Número de bacterias (x109) 

6.0 

5.0 

4.0 

3.0 

2.0 
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APENDICE 2 

MODELO IIATEMATICO PARA El. CALCULO 

DE CONCENTRACIONES LETALES 

92 

El presente modelo matemático está tomado del trabajo de Hultmark y

colabOradores (1982). Si el diámetro de un pozo es pequeño en comparación 
a la zona de inhibición, ecuaciones para la difusión radial en dos dimensiones 
desde una fuente de origen puntual pueden ser aplicadas a este problema. La 
concentración e de una sustancia antibacterial que dífuhde a una distancia r a 
partir del centro del pozo y a un tiempo r después de la aplicación de la 
muestra es {ecuación 1): 

e (r.t) = n 

4 .e a D 

donde n es la cantidad de sustancia en la muestra, a es el grosor de la capa de 
agar. y Des la constante de difusión de la sustancfa. bajo las condiciones de 
ensayo. En cualquier punto en el agar se encontrará que la concen:racíón 
primero se incrementará hast.a alcanzar un valor máximo, y .luego decrecerá 
nuevamente a medida que !a distancia difunde. La concentración máxima a la 
distanciar es dada por (ecuación 2}: 

Cmax (r) = n 

xea,e 

y será alcanzada en el tiempo (ecuación 3). 

l;:::._,e _ 
40. 

Expresiones para el tamaño de zonas antibacteriales pueden se: 

obtenidas a partir de estas ecuaciones si se supone que las bactedas morirán a 
concentradones de la sustancia antibacterial que son superiores a una cierta 
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concentración letal c1 , y que además existe un tiempo crítíco te después del 

cual las colonias bacterianas no serán a1ectadas por la su.siancia microbicída. 

Considerando la situación en el tiempo te, fuera de un cierto diámetro 

crítico de, la concentracíón del agente que difunde todavia se incrementa, 

mientra que dentro. la máxima concentración de la sustancia ya ha sido 

alcanzada y la concentración está disminuyendo. De acuerdo a la ecuación 3, 

este diámetro es (ecuadón 4): 

De esta forma, se pueo�n obtener dos expresiones para la zona de 

diámetro d. Para zonas más pequeñas que el diámetro critico, el diámetro es 

determinado por el radio al cual la concentración máxtma es igual a la 

concentración letal, o a partir de la ecuación 2 (ecuación 5): 

C¡ = 4n 

1teacP 

y el diámetro de la zona es dado por (ecuación 6): 

Así, en este caso la concentración letal puede ser ca le u lada 

directamente a partir del diámetro de la zona de inhibición. Por otra parte, 

cuando la zona es más grande Qlte el diámetro crítico, su tamaño está 

determinado por el radio en el cual la concentración es apenas igual a la 

concentración letal en el tiempo te. De la ecuación 1 se obtiene la siguiente 

expresión (ecuación 7): 

Así, para estas grandes zonas dZ debe ser una función línea! de log n.

Haciendo diluciones seriadas de la sustancia antibacterial y graticando a2 
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versu$ log n, una lírlea recta debe cbtenerse con una pendiente de (ecuación 

8): 

k = 16 D le In 1 O, 

y una intersección de {ecuación 9 1:

A partir de ambas expresiones, tanto D te y la concentración letal pueden 

resolverse (ecuacio11es 10 y 11}: 

Dtc= k 
16 In 10 

c1 =---=-4�1n"---'-10�-

nak10//k. 

Entonces, cuando puede establecerse una. correlación entre I a 

concentración de una sustancia y el diámetro de los halos formados, se utiliza 

la ecuación 11 para determinar la concen1ración letal. Cuando los da1os 

provienen del análisis de un sólo po20 se u1illza la ecuación 5. aunque de esta 

forma se sobreestima el verdadero valor de la concentración letal. 



APENDICE 3 

IIETODO PARA DETERMINAR EL CARACTER HIDROPATICO 

DE UNA PROTEINA 
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A continuación se presenta la metodología descrita por Kyte & Doolittle 

(1982) para determlnar eJ caracter hidropático de una proteína. mediante el uso 

de un índice de hídropatlcidad para cada aminoácido y un pequeño programa 

e:, lenguaje C que asigna el valor apropiado de hidropaticidad a cada residuo 

en una secuencia de aminoácidos dada y suma respectivamente esos valores 

empezando en el extremo amino terminal, con segmentos traslapados uno de 

otro por un sólo residuo. De esta forma, si se asigna un ámbito de 7 

aminoácidos en el análisis, el primer valor resultante será la suma de la 

hidropaticidad de cada uno de los residuos del 1 al 7 y se asignará el valor a la 

posición 4, el segundo valor será la suma de los datos para los residuos 2 al 8 

y se asignará a la posición 5, etc. 

Cuadro 6. lnd!ca de hidropalicidad para aminoáci1os. 

Aminoácido 

lsoleucina 
Valina 
Leucina 
Fenilalar,ina 
Cistelna 
Metionina 
Alanina 
Glicina 
Tre,onina 

Triptófano 
Serina 
Titosina 

Protina 
Histidina 
Acido glutamico 
Glutamina 
Aclóo aspártioo 
Asparaglna 
Lisina 
Arginina 

Indice de hídropati�idad 

, 4.5 

4.2 

3.8 

2.8 

2.5 

1.9 

1.8 

-0.4

-0.7

•0.9

-0.8

-1.3 

·1.6
-3.2
-3.5

-3.5
·3.5

•3.5

-3.9

-4.5



El programa en lenguaje C para determinar el caracter hidropático de 

una protef na es: 

main () 

{ 
int i, j ,k, ¡ 
float total; 
char residue; 

extern char code [23]; 
exte.rn float factor [23); 

char sequence(l099]; 
float value(l099J¡ 

j = O¡ 
while (getchar() != '\n'); 
while (j <1099) { 

for (i = O; i <11; i++) getchar(); 
while (j <1099) { 
sequence[j++] = getchar(}; 

if (getchar() == '\n') break; 

lf seguencefj - l] = '*') break; 
} 
j = (j -1); 
fer (i = O; i <j; i++) { 
residue = sequence[i]; 
for (k = O; k<23; k++) 
if(residue ;: code[k]} value(i] = factor[k]; } 
fer {i = O; i <(j-6); i++) { 
total = O;
for (k = O;k <7; k++) total= total+ value[i + k], 
printf(·%4d le %6.lf", i + 4, sequence[i+JJ, total); 
for (k = O; k <total; k++) {if(k == 29) printf("."); 
else printf ( " " ) ; } 
printf ( "X\n"}; 
} pr.1.ntF( "\n"):
}

char code (] 1'RKDBNSEHZQTGXAPVYCMILWF 11

; 

float factor[] {0.0,0.6,1.0,1.0,1.0,3.6,l.0,1.3, 
1. O, 1. O, 3. 8, 4 .1, 4. 1, 6. 3, 2·. SI, 8. 7,
3.f,7.0,6.4,9.0,8.2,3.6,7.2};
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APENDICE 4 

IIETODO PARA DETERMINAR EL POTENCIAL HELICOIDAL 

DE UNA PROTEINA 

De acuerdo al método de Schiffer y Edmundson (1967). para determinar 

si una proteína (o un péptido} poseen potencial para formar una hélice u, se 

examina la secuencia de !a molécula y se identifican las tripletas de residuos 

hidrofóbicos en disposición n. n � 3, n ± 4. Cada grupo se grafica en un modelo 

de hélice u convencional con 24 marca$ numeradas. cada una dispuesta a 

100º de su predecesora. Después de ubicar el residuo n en una de las marcas, 

el gráfico es extendido para incluir los aminoácidos tanto en el extremo amino 

como en el extremo carboxilo. del residuo n. El proceso se continúa hasta que 

el arco hidrofóbico de tipo n, n ± 3. n � 4 es interrumpido por un residuo polar o 

hasta la aparición de un residuo disruptor de hélices como prolina. Si los 

residuos polares se encuentran distribuidos a lo largo de toda la circunferencia 

o si los residuos hidrofóbicos no se encuentran agrupados formando un arco

distintivo (de al menos tres aminoácidos) entonces no se considera al

segmento con potencial para formar una hélice o.
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