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Resumen

Titulo: Especificidad y posible mecanismo de accion del péptido antimicrobiano GAMO019 y sus
analogos GAM020, GAMO022 y GAMO026 contra bacterias Gram positivas y Gram negativas *
Autora: Stefania Correa Duarte **

Palabras claves: Péptidos antimicrobianos (PAMS), Concentracion Minima Inhibitoria (CMI),
Concentracion Minima Bactericida (CMB), Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), Actividad
Catalasa (CAT), Actividad Superoxido Dismutasa (SOD).

Descripcion: Actualmente, los efectos secundarios derivados del uso de antibidticos y la creciente resistencia

bacteriana se han convertido en uno de los mayores retos para la salud. Los péptidos antimicrobianos (PAMS) son
pequefias moléculas catidnicas que hacen parte de la solucién a este reto; Son generadas por el sistema inmune innato
de gran variedad de organismos vivos que abarcan todos los 6rdenes de vida. Exhiben un amplio espectro de accion,
especificidad y distintas conformaciones estructurales lo cual les facilita unirse e interactuar con las membranas
celulares bacterianas generando dafio interno y en su morfologia. En este trabajo se evalud la actividad y la selectividad
o especificidad de cuatro PAMs sintéticos GAMO019, GAM020, GAM022 y GAMO026, los cuales tienen una corta
cadena de 17 aminoacidos (a excepcion de GAMO026, el cual posee 25 aminoacidos) en su estructura primaria. Se
realizaron cambios en la posicidn de algunos aminoéacidos con el fin de variar la estabilidad de su estructura secundaria
alfa hélice y evaluar el efecto en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se encontré que estos péptidos actlian
en ambos grupos de bacterias y presentaron baja actividad citotoxica en linea celular HepaRG y baja actividad
hemolitica en globulos rojos. El péptido GAMO019 exhibié mayor potencial antibacteriano, con Concentracion Minima
Inhibitoria de 15.1 y 26.9 uM para Staphylococcus aureus ATCC 9123 y Escherichia coli ATCC 95222,
respectivamente. También se encontré que GAMO19 genera cambios en la morfologia bacteriana, afecta la respiracion
bacteriana y promueven la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno. Estos resultados sugieren que la estructura
de alfa hélice es clave para la actividad antimicrobiana que presentan los péptidos. GAMO19 es el péptido con mayor
porcentaje de helicicidad y a su vez quien presento actividad antimicrobiana significativa a diferencia de los otros
péptidos. Lo anterior, convierte a GAMO19 en un buen candidato para ser usado como un antimicrobiano de amplio
espectro.

* Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia Director: Dr. Mauricio Urquiza Martinez. Codirectora:Dra. Stelia
Carolina Méndez Sé&nchez.
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Abstract

Title: Specificity and possible mechanism of action of the antimicrobial peptide GAMO019 and its

analogues GAMO020, GAM022 and GAMO026 against Gram positive and Gram-negative bacteria*

Author: Stefania Correa Duarte **

Keywords: Antimicrobial peptides (PAMS), Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
Minimum Bactericidal Concentration (CMB), Reactive Oxygen Species (ROS), Catalase activity

(CAT), Superoxide Dismutase Activity (SOD).

Description: Currently, the side effects derived from the use of antibiotics and the growing bacterial resistance
have become one of the greatest challenges for health.

Antimicrobial peptides (PAMs) are small cationic molecules that are part of the solution to this challenge; They are
generated by the innate immune system of a great variety of living organisms that cover all orders of life. They exhibit
a wide spectrum of action, specificity, and different structural conformations, which makes it easier for them to join
and interact with bacterial cell membranes, generating internal damage and in their morphology.

In this work, the activity and selectivity or specificity of four synthetic PAMs GAMO019, GAM020, GAMO022 and
GAMO026, which have a short chain of 17 amino acids (with the exception of GAMO026, which has 25 amino acids) in
their primary structure, were evaluated. Changes were made in the position of some amino acids in order to vary the
stability of their alpha helix secondary structure and to evaluate the effect on Gram positive and Gram-negative
bacteria. These peptides were found to act on both groups of bacteria and showed low cytotoxic activity in HepaRG
cell line and low hemolytic activity in red blood cells. The GAMO019 peptide exhibited the highest antibacterial
potential, with a Minimum Inhibitory Concentration of 15.1 and 26.9 uM for Staphylococcus aureus ATCC 9123 and
Escherichia coli ATCC 95222, respectively. It was also found that GAMO019 generates changes in bacterial
morphology, affects bacterial respiration and promotes the formation of Reactive Oxygen Species. These results
suggest that the alpha helix structure is key to the antimicrobial activity of peptides. GAMO019 is the peptide with the
highest percentage of helicicity and, in turn, the one that presented significant antimicrobial activity unlike the other
peptides. This makes GAMO019 a good candidate for use as a broad-spectrum antimicrobial.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia Director: Dr. Mauricio Urquiza Martinez. Codirectora: Dra. Stelia
Carolina Méndez Sanchez.
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Introduccion

En los ultimos afos ,la rapida propagacion de infecciones causadas por bacterias resistentes a
antibidticos convencionales se ha convertido en un gran problema para la salud pablica (Alos,
2015). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Centro de Control y prevencion de
Enfermedades (CDC), han reportado que las infecciones generadas por bacterias resistentes son
amenaza clinica mundial y hacen parte de una de las principales causas de mortalidad en diferentes

partes del mundo (CDC, 2011; Woolhouse et al., 2016; World Health Organization, 2017).

Bacterias Gram positivas como Staphlylococcus aureus causan infecciones en el sistema nervioso
central, neumonia e infecciones en el tracto urinario (Vanegas, 2017). Mas del 60% de todos los
Staphlylococcus aureus aislados reportados en las unidades de cuidados intensivos de los
hospitales han exhibido resistencia a antibioticos existentes como las penicilinas y a otros
antimicrobianos B-lactamicos (Rodriguez-Rojas, 2013). Bacterias Gram negativas Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa o bacterias del género Salmonella (Kousouli, 2019; de Frutos et
al., 2019; Adu-gyamfi, 2019; Tabak et al., 2019; Tangail, 2020), producen enfermedades
peligrosas como la meningitis, originando altas tasas de mortalidad en diferentes partes del mundo.
También han exhibido resistencia a maltiples farmacos como fluoroquinolonas o ciprofloxacina.
Dado el continuo incremento de bacterias resistentes a los antibidticos convencionales, es
necesario que se realicen mejoras en las terapias actuales y se identifiquen nuevas moléculas con
accion antibiotica potente. Los péptidos antimicrobianos (PAMs), son moléculas pequefias que se
destacan por generar minima resistencia en patégenos en comparacion con los antibioticos
comunes y poseen actividad de amplio espectro (Yeaman, 2003). Son sintetizados por gran

variedad de organismos vivos, son considerados parte de la inmunidad innata de los huéspedes
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(Linde et al.,, 2009), exhiben gran actividad antimicrobiana frente a una amplia gama de
microorganismos (Andreu, 1985; Linde, 2009; Zasloff, 2019) y pueden contener estructuras

secundarias de todo tipo: Hélices, hojas B, regiones extendidas y de bucle (Wang, 2010).

Se ha demostrado que los PAMs de caracter catidnico poseen la capacidad de permeabilizar las
paredes y las membranas bacterianas, debido a la interaccion facilitada por el potencial eléctrico
generado por los fosfolipidos anidnicos expuestos en la superficie (Texeira, 2012; Sohlenkamp,
2015). Por otra parte, el modo en que acttan los PAMs para inducir muerte celular se encuentra
asociado a diferentes eventos como dafios en la estructura externa del microorganismo, blancos
intracelulares como proteinas, lipidos y ADN (Marcos & Gandia, 2009; Teixeira et al., 2012; Zhu
etal., 2014) y también mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando
estrés oxidativo en las bacterias (Kohanski et al., 2010; Hong et al., 2019).

En la busqueda de encontrar nuevos péptidos con actividad antimicrobiana, en este estudio se
evalud la actividad antimicrobiana de cuatro nuevos péptidos analogos a GIBIM-P5 (Cruz et al.,
2017). GAMO019, GAM020, GAM022 y GAM026, son péptidos que tienen una corta cadena de
17 aminoécidos (a excepcion de GAMO026, el cual posee 25 aminoacidos) en su estructura
primaria. Se realizaron cambios en la posicion de algunos aminoécidos con el fin de variar la
estabilidad de su estructura secundaria alfa hélice. En este trabajo se presenta la actividad
antimicrobiana de los cuatro péptidos en cepas Gram positivas y Gram negativas y un posible

mecanismo de accion del péptido que mejor presente actividad frente a estas bacterias.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

> Determinar la selectividad o especificidad de cuatro péptidos con potencial antimicrobiano

en bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas.

1.2. Objetivos especificos

> Identificar la selectividad del péptido GAMO019 y sus analogos GAM020, GAMO022 y
GAMO026 en cepas Gram positivas y Gram negativas.

» Evaluar la Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida in vitro
del péptido GAMO19 y sus andlogos GAM020, GAM022 y GAMO026 en cepas Gram
positivas y Gram negativas.

> Evaluar citotoxicidad y actividad hemolitica in vitro sobre células eucariotas del péptido
GAMO019 y sus andlogos GAM020, GAM022 y GAM026.

> Determinar el posible mecanismo de accion del péptido antimicrobiano que presente

inhibicion >90% en las cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

2. Marco teérico

Las bacterias son microorganismos unicelulares que cuentan con una membrana celular que posee

una bicapa lipidica que rodea por completo la célula. Aqui los lipidos son la base estructural
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fundamental y permiten que esta funcione como una gran barrera de permeabilidad. Son el
principal blanco de accién de los PAMs, en donde la interaccion péptido membrana es facilitada
por el potencial eléctrico generado por los lipidos anidnicos expuestos en la superficie de la
membrana y el caracter cationico de los PAMs (Teixeira et al., 2012). De acuerdo con las
diferencias quimicas y estructurales que existen en la pared celular, las bacterias se clasifican en
dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas. Las diferencias en la composicion de la
membrana podrian explicar la efectividad de los PAMs frente a estas. Las bacterias Gram negativas
poseen dos membranas; una externa la cual es una bicapa lipidica, que estd compuesta por
fosfolipidos, lipopolisacaridos (LPS), acido lipoteicoico (LTA) y adicionalmente, una membrana
citoplasmatica rodeada de una pared celular compuesta de peptidoglicano, la cual tiene en comun
con las bacterias grampositivas siendo mas gruesa en ellas. Ademas, en las bacterias grampositivas
la pared celular estd compuesta por acidos teicoicos y su principal componente lipidico es el

fosfatidilglicerol (PG) (Malanovic & Lohner, 2016).

2.1. Péptidos antimicrobianos (PAMS)

Los PAMs son oligopéptidos sintetizados por el sistema inmune de organismos vivos que abarcan
todos los Ordenes de vida. (Linde et al., 2009; Galdiero et al., 2015). Se caracterizan por tener
bajo peso molecular (<10 kDa), una corta cadena de aminoacidos (aa), presentar carga neta
cationica, contar con diferentes conformaciones secundarias, poseer estructuras anfipaticas y baja
aptitud para generar resistencia. Ademas, muestran actividad de amplio espectro, lo que los hace
eficaces frente a diferentes grupos de bacterias Gram positivas y Gram negativas, parasitos, hongos

y células cancerigenas (Li et al., 2012; Zhang & Gallo, 2016).
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Con base en su estructura secundaria, los PAMs se agrupan en B-laminados, a-helicoidales, loops
y péptidos extendidos (Epand & Vogel, 1999). Se han realizado estudios que relacionan la
actividad de los PAMs con respecto a su estructura secundaria (André et al., 2008; Povey et al.,

2008).

2.2. Mecanismos de accién

El carécter anfipatico que poseen algunos péptidos hace que sea de mayor facilidad la insercion
por atraccion electrostatica en las superficies de las paredes polianidnicas y membranas
fosfolipidicas de los microorganismos (Hale & Hancock, 2007). Se han propuesto modelos que
explican los mecanismos de disrupcion en las membranas celulares. Estos modelos son: Modelo
de ruptura por barril, poro toroidal, alfombra, canal agregado y mecanismo de dianas intracelulares

(Brogden, 2005; Hale & Hancock, 2007; Nicolas, 2009; Raheem & Straus, 2019) ( Figura 1).

Figura 1

Mecanismos de accién de los PAMs. (A) Disrupcién de la membrana celular: (1) Modelo toroidal, (2)
Modelo ruptura por barril, y (3) Modelo alfombra. (B) Inhibicion de la sintesis de ADN. (C) Bloqueo de la
sintesis de ARN. (D) Inhibicion de las enzimas usadas para unir las proteinas estructurales de la pared
celular. (E) Inhibicién de la funcion ribosomal y la sintesis de proteinas. (F) Bloqueo de chaperonas
necesarias para el plegamiento adecuado de las proteinas. (G) Dirigido a las mitocondrias: (1) inhibicion
de la respiracion celular e induccidon de formacion de ROS y (2) alteracion de la integridad de la membrana
celular mitocondrial y flujo de salida de ATP y NADH (Peters et al., 2010).
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El modelo ruptura por barril se caracteriza por la unién de péptidos a la membrana en forma de
barril en donde la parte hidrofébica del péptido se une con la regidn del nucleo del lipido y la parte
hidrofilica constituye la region interna del poro generando salida del material intracelular del
microorganismo. Por otra parte, el modelo por poro toroidal, los péptidos se insertan en las capas
de lipidos generando un poro el cual conllevara a la muerte del microorganismo. Asimismo, el
modelo de alfombra se caracteriza porque los péptidos se agrupan en la superficie orientdndose de
forma paralela hacia la membrana debido a la atraccion que se genera entre estos y los fosfolipidos
de membrana formando micelas que conllevan a la desintegracién de la membrana (Hale &

Hancock, 2007; Raheem & Straus, 2019).

2.2.1.Blancos intracelulares

Se ha propuesto que los PAMs pueden afectar blancos intracelulares como la sintesis de proteinas
0 de ADN (afectando procesos de transcripcion y replicacion). También podrian afectar la
respiracion celular e inducir de la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y generar

la inactivacion de importantes procesos metabolicos (Scocchi et al., 2016).

3. Materiales y métodos

3.1. Cepas bacterianas y lineas celulares

Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922 fueron adquiridas
comercialmente de la American Type Cultura Collection (ATCC; Rockville, MD, USA).
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus, S. aureus Resistente a la Meticilina, E.

coli O157:H7, Bacillus cereus y aislados clinicos de E. coli CMPUJ033 y CPUJ034 fueron
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adquiridas del cepario de microorganismos de la Universidad Pontifica Javeriana (UPJ). Estas
cepas se mantuvieron a -70 ° C en glicerol al 10%. La linea celular de hepatocitos humanos

HepaRG™ fue adquirida comercialmente de GIBCo.

3.2. Péptidos

Los péptidos GAMO019, GAMO020, GAMO022 y GAMO026 fueron sintetizados, purificados y
caracterizados por el Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia de la Universidad
Industrial de Santander, por la Quimica Yenny Paola Bautista para su trabajo de grado. Su
estructura primaria se presenta en la figura 2. Los péptidos se sintetizaron mediante sintesis
quimica utilizando la estrategia F-MOC siguiendo a Houghten (1985) para la sintesis de multiples
péptidos. El porcentaje de pureza fue mayor al 90% y se determind por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), en un cromatografo modelo Agilent 1100 usando una columna ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 um) y fases maviles de acetonitrilo y agua tipo I, ambas con

0.1% TFA.

Para facilitar el entendimiento de las diferencias de la estructura primaria de los péptidos a
continuacion se presenta un codigo de colores, en conde se evidencia las diferencias de la

estructura primaria de los péptidos analizados (Figura 2).
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Figura 2

Estructura primaria de los péptidos

GAMO020
GAMO022 l

3.3. Reactivos

Los medios de cultivo Luria Bertani (LB), Mueller Hinton (MH), Infusion-Cerebro-Corazon (BHI)
e isopropanol fueron adquiridos de Merck Millipore. El medio para cultivo celular William’s,
Glutamax, solucién de 50% glutaraldehido grado I, Diacetato de 2’,7’-Diclorofluoresceina DCFH-
DA, Metosulfato de fenazina (PMS) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El Suero fetal bovino

(SFB) libre de micoplasma fue adquirido de Lab G&M.

3.4.  Modelacién estructural de los péptidos

La modelacidn de la estructura de cada uno de los péptidos se realizé mediante el servidor en
linea I-TASSER (Yang J et al., 2015; Zhang et al., 2017) y visualizados en Chimera (Pettersen

EF et al. 2004).

3.5. Ensayos de actividad antimicrobiana
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Todos los ensayos se realizaron a partir de un inéculo estandarizado en el que una unica colonia
de una placa de agar BHI fue cultivada en medio LB 0 MH (segun correspondiera) durante 12 h a
37 °C con agitacion constante a 200 rpm. Posteriormente, se realizo dilucién en medio para ajustar
la suspensién bacteriana a =~ 5x10* Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de acuerdo con la

escala de McFarland (DO s95nm 0.07-0.1).

3.6. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se determin6 por medio del método de microdilucién
en caldo, mediante cinética de crecimiento basado en el protocolo del Instituto de Normas Clinicas
y de Laboratorio (CLSI) con algunas modificaciones (CLSI, 2012) (Cruz, 2017). Brevemente, se
inocularon colonias individuales de bacterias en medio LB o MH segun correspondiera y se
cultivaron durante toda la noche a 37 °C. Se evaluaron por triplicado diferentes concentraciones
de péptido 2-30 uM a 37 °C durante 8 h, mediante lecturas de DO a 595 nm utilizando un lector
de absorbancia de microplacas iMark (Bio-Rad Laboratories, EE. UU.). La CMlgg corresponde a

la dosis que inhibi6 el 99% del crecimiento de la poblacion bacteriana.

Después de seguir la cinética del crecimiento y con la finalidad de determinar la Concentracion
Minima Bactericida (CMB), se tom6 una alicuota de 100 uL de cada pozo en donde la DO fue
alrededor de 0.02 después del tratamiento con los péptidos y se incubaron en 900 yL de medio
BHI en microtubos a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, se tomo una alicuota de 10 pL de cada
tubo y se sembraron en placas de agar BHI dejando en incubacién toda la noche a 37 °C. La CMB

fue la concentracion de péptido que no produjo crecimiento de UFC.
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3.7. Actividad hemolitica

La actividad hemolitica de los péptidos sobre los eritrocitos humanos se determiné siguiendo el
método de Reed y Yalkowsky (1987) con algunas modificaciones. Los eritrocitos se lavaron y se
resuspendieron con PBS 1X pH;7.2 y se usaron al 1 % v/ v. Se incubaron 100 uL de los eritrocitos
con cuatro concentraciones diferentes de los péptidos, 16 uM a 128 uM, en una microplaca de 96
pocillos durante 4 h a 37 °C. La absorbancia del sobrenadante se midié a 550 nm usando un
espectrofotometro NanoDrop 2000 de Thermo Scientific. Los eritrocitos en 1X PBS se usaron
como control negativo (0% de hemolisis) y los eritrocitos tratados con 0.5% de Triton X-100 se

usaron como control positivo (100% hemadlisis).
El porcentaje de hemdlisis se calculé de la siguiente forma:

_ (As B AO)

Yonemstisis = mxloo

Donde As es absorbancia de la muestra, Ao es absorbancia del control del positivo y Ao es

absorbancia del control negativo.

3.8. Citotoxicidad en células eucariotas

La citotoxicidad se determin6 mediante la incubacidn con rojo neutro (Repetto, 2008). Las células
HepaRG se cultivaron en Medio Williams suplementado con Glutamax, SFB al 10 % y
estreptomicina 100 pg/mL a 37 °C bajo atmosfera de 5% de CO.. 2x10* células/pozo se
sembraron en una microplaca de 96 pocillos y se incubaron durante aproximadamente 24 h. Pasado
este tiempo, las células se trataron con cada péptido en concentraciones entre 16-128 uM, durante

24 horas. Posteriormente, se afiadieron 10 puL de rojo neutro por pocillo y se incubaron en las
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mismas condiciones durante 2 h. Finalmente, las células se lavaron tres veces con PBS, y se lisaron
con una solucion acuosa compuesta de 50% etanol y 1% acido acético. La absorbancia del
sobrenadante se midié a 540 nm en un espectrofotdmetro para microplacas Multiskan™ GO de

Thermo Scientific. Las células sin tratamiento se usaron como control negativo (100% viabilidad).

3.9. Respiracion de células bacterianas

El consumo de oxigeno se determiné siguiendo a Vesga et al., (2014) con algunas modificaciones
utilizando un electrodo de tipo Clark conectado a un sistema Oxygraph Plus (Hansatech
Instruments Ltd., Inglaterra), en una cdmara con camisa de agua controlada por termostato cerrado
de 1.3 mL con 60% de agitacion magnética. Los triplicados de los cultivos bacterianos se
incubaron durante 1 h a 37 °C en condiciones de aireacion antes del ensayo. EI consumo de oxigeno
bacteriano se midi6 directamente en la suspension de caldo a 37 °C durante aproximadamente 10
min. El tratamiento con el péptido con menor MIC, se realiz6 2 min después de que comenzara la

medicién. Los resultados fueron expresados en nmol de O, consumido/min.

3.10. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) se determinaron siguiendo el método de Min
et al. (2011) con minimas modificaciones con base en la conversion oxidativa del Diacetato de
2',7"-Diclorofluoresceina (DCFH-DA) a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) en la reaccion con
radicales hidroxilo o peroxido de hidrogeno. Brevemente, se incubaron bacterias en fase
exponencial con DCFH-DA 50 uM a 37 °C durante 30 min en la oscuridad. Posteriormente, las

bacterias se lavaron tres veces con 1x PBS (pH 7.2). La intensidad de la sefial fluorescente de DCF
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se detectd6 mediante cinética de crecimiento durante 120 min a 37 °C en un lector de microplaca
Hibrido Multi-Modal Synergy H1 de BioTek a una longitud de onda de excitacion de 488 nm y
longitud de onda de emision de 535 nm. Las bacterias fueron tratadas con el péptido con menor

MIC y H202 1.6 mM (control positivo).

3.11. Enzimas antioxidantes

3.11.1. Actividad catalasa

La actividad catalasa fue seguida mediante una disminucion en la absorbancia a 240 nm segun lo
propuesto por Aebi (1984). El sistema de reaccién estaba constituido por 50 mM tampon fosfato
(pH 7.0) y 49.8 ug / ml de proteina. La reaccion se inicié mediante la adicion de 10 mM H202 y
se monitored durante 5 min. Los resultados se expresaron con relacion con control y se calcularon

considerando el coeficiente de extincion molar del H,02 (39.4 M cm™).

3.11.2. Actividad Superoxido Dismutasa (SOD)

La actividad SOD fue evaluada segun el método propuesto por Nishikimi etal., (1972) con algunas
modificaciones. El sistema de reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente y consistié en 10 mM
TRIS-HCI (pH 8.0), 340 uM NADH, 7.2 uM NBT, 30 uM PMS y una cantidad de proteina
bacteriana suficiente para inhibir la reduccion de NBT en un 50%. La reaccion se inicié mediante
la adicion de NADH y se control6 a 560 nm durante 2 min. Los resultados se expresaron como

porcentajes en relacion con el control.

3.12. Caracterizacion de la morfologia bacteriana
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El efecto del tratamiento del péptido en la CMI en la morfologia bacteriana se evaluo por
microscopia electronica de barrido (SEM). Se cultivaron las bacterias hasta fase exponencial a
37 °C y fueron tratadas con el péptido GAMO019. Seguido a esto, las bacterias en suspension
fueron fijadas en una ldmina cubre objetos con glutaraldehido 2,5% durante 2 h. Ademas, se
realizé deshidratacion con una serie graduada de isopropanol (15, 50, 75y 100%) durante 5 min
(Alves, 2010). Finalmente, cada ldmina fue analizada en un Microscopio Electronico de Barrido

FEG (Field Emission Gun) QUANTA FEG 650.

3.13. Andlisis estadisticos

Todos los resultados se presentan como promedios de valores derivados de tres experimentos
independientes, utilizando triplicado de cada experimento. Las barras de error representan +
desviacion estandar de la media. La significancia estadistica de las diferencias entre las muestras
y los respectivos controles se determiné mediante Analisis de Varianza (ANOVA); los valores se

consideraron significativos cuando P <0.05.

4. Resultados

En la bldsqueda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana que ayuden a combatir
microorganismos resistentes a antibioticos, en el grupo de investigacion en Bioquimica y
Microbiologia se disefiaron cuatro péptidos (Tabla 1) con base en GIBIM-P5
(ATKKCGLFSILKGVGKI), reportado previamente en la literatura (Cruz et al., 2017). La sintesis

y caracterizacion de estos péptidos estuvo a cargo de la Quimica Yenny Paola Bautista para su
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trabajo de investigacion de pregrado para obtener el titulo de Quimica (2018). A continuacion, se
describen los cambios estructurales que se hicieron, con el fin de estudiar la relacion de la

estructura secundaria de alfa hélice de los péptidos con su actividad antimicrobiana.

GIBIM-P5 presenta 17 amino&cidos y una estructura secundaria de alfa hélice con contenido
helicoidal del 23% (Cruz et al., 2017). GAMO19 posee una estructura alfa hélice més definida y
estable al realizar cambios del aminoacido Gly por Ala 'y de Phe por Trp. A partir de este péptido,
se crearon tres péptidos analogos a los cuales se les realizaron cambios en la posicion de algunos

aminodacidos obteniendo variaciones en su estructura secundaria.

En GAMO020 se cambiaron Ala por Pro en los amino&cidos seis, trece y quince. Estos cambios
inducen rigidez en la estructura disminuyendo la estabilidad que ayuda a la formacién de la alfa

hélice (Suh et al., 1999; Vermeer et al., 2012).

En GAMO022, se cambio Ala por Cys y GAMO026 contiene en la parte inicial de la estructura una
corta cadena de 8 aminoacidos como lo son Gly, His, Trp, Alay Ser, los cuales hacen parte de una
toxina polipéptido Ilamada Colicinas, las cuales son producidas por algunas bacterias Gram
negativas como Escherichia coli y especies de Salmonella y son liberadas al medio para reducir la
competencia por otras bacterias (Lazdunski et al., 1998; Cascales et al., 2007). La caracterizacion

fisicoguimica de los péptidos se encuentra registrada en la Tabla 1.
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Tabla 1

Caracterizacion fisicoquimica de los péptidos

Péptido Secuencia Numero de Peso Carga Punto indice de  Promedio

aminoécidos  molecular netaa Isoeléctrico inestabilidad de

pH P hidropatica
7.0 (GRAVY)
GIMBIM- ATKKCGLFSILKGVGKI 17 1763.22 4 104 -4.23 0.56
p5*
GAMO019 ATKKCALWSILKAVAKI 17 1844.34 4 11 24.68 0.73
GAMO020 ATKKCPLWSILKPVPKI 17 1922.45 4 10.6 54.24 0.13
GAMO022 CTKKCGLWSILKGVGKI 17 1834.32 4 10.2 28.88 0.38
GAMO026 HWGGGSGRATKKCGLWSLIKGVGKI 25 2597.09 4 11 6.6 0.204

* Base de disefio de péptidos (Cruz et al., 2018)

4.1. Prediccién de la estructura peptidica

Con el fin de visualizar la estructura del péptido GAMO19 y sus analogos, se realizd el
modelamiento de cada uno de los péptidos. Los resultados mostraron que todos los péptidos
presentan estructura de alfa hélice anfipatica a diferencia de GAMO020, en el cual se introdujeron

prolinas para evitar la formacion de la alfa hélice.
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Figura 3

Resultado de modelamiento 3D peptidico. A) GAM019, B) GAM020, C) GAM022 y C) GAMO026. Las

imagenes fueron generadas por el servidor I-TASSER (J Yang et al. 2015; C Zhang et al. 2017).
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4.2.  Ensayos de actividad antimicrobiana

Con el fin de determinar la especificidad de péptido GAMO019 y sus analogos, se usaron 5 cepas
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
0157:H7 y aislados clinicos de Escherichia coli CMPUJ033 y CMPUJ034) y 5 cepas Gram
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

saprophyticus, Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina y Bacillus cereus).

Los resultados mostraron que todos los péptidos a una concentracion de 50 UM poseen actividad
antibacteriana frente ambos grupos de bacterias (Tabla 2). El péptido GAMO019 fue el mas activo

presentando porcentajes de inhibicion >80 % contra todas las cepas evaluadas. Sin embargo,
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GAMO022 y GAMO026; poseen porcentajes de inhibicidn del crecimiento bacteriano >50 % en cepas
como Bacillus cereus, Staphylococcus saprophyticus y aislado clinico de Escherichia coli
CMPUJ033. No obstante, en cepas como Escherichia coli 0157:H7 GAMO020, GAMO022 y
GAMO026 presentan inhibicion del crecimiento <50 % (Tabla 1). Los resultados obtenidos,
muestran que la estructura secundaria tipo alfa hélice de los péptidos juegan un papel importante
en la actividad frente a las bacterias. Esto se puede evidenciar, al comparar la actividad que tienen
todos los péptidos que poseen esta estructura (GAMO019, GAMO022 y GAMO026) con quien no la

posee como es el caso de GAMO020 (Bautista, 2018).

Teniendo en cuenta los resultados de actividad antimicrobiana el péptido GAMO19 se presenta
como un péptido de amplio espectro, los siguientes ensayos se realizaron en solo dos bacterias una
Gram negativa y una Gram positiva (Escherichia coli y Staphylococcus aureus). Estas bacterias
se escogieron teniendo en cuenta que hacen parte de la lista de la OMS como patégenos que

requieren con urgencia nuevos tratamientos antibiéticos (World Health Organization, 2017).

Al analizar la concentracion minima inhibitoria (CMlgg), se obtuvo que GAMO019 posee una CM g9
de 28.6 uM para Escherichia coli ATCC 25922 y 15.1 uM frente a Staphylococcus aureus ATCC
29213. Los péptidos analogos GAM020, GAMO022 y GAMO026 presentaron una CMlgg > 40 uM
frente ambas cepas (Tabla 3). Por otra parte, la CMB de GAMO019 para Escherichia coli ATCC 25922
fue de 30 uM y 16 uM para Staphylococcus aureus ATCC 29213. Sin embargo, para los péptidos

analogos GAM020, GAM022 y GAM026 CMB >100 uM.

Tabla 2

Porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano (% + SD)
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Péptidos
Microorganismos GAMO019 GAMO020 GAMO022 GAMO026
Pseudomonas aeruginosa 100 £0.08 42.29 £0.03 39.54 + 0.06 100 + 0.004
Escherichia coli 0157H7 98.97 + 0.02 47.68 £0.02 2451 +0.02 39.49 £ 0.04
SARM 95.52 + 0.02 34.85+0.03 42,93 £0.002 63.12 + 0.02
CMPUJO033 100 + 0.007 35.19 + 0.007 99.68 + 0.004 92.41+0.01
CMPUJ034 98.56 + 0.03 31.17+0.03 7.15+0.03 100 = 0.005
Escherichia coli ATCC 23922 100+ 0.01 30.49+0.02 100 = 0.09 26.31+0.04
Staphylococcus aureus ATCC
100+ 0.03 17.66 = 0.004 25.64 + 0.003 79.61 + 0.006
29213
Staphylococcus saprofiticus 92.85 = 0.008 63.33 £ 0.06 100 + 0.006 100 £ 0.02
Staphylococcus epidermidis 100 + 0.005 13.99 £ 0.02 2.8+£0.005 100 + 0.02
Bacillus cereus 97.23+0.08 315+ 0.005 100 + 0.008 100 = 0.003

Tabla 3

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Péptido Escherichia coli ATCC 23922 Staphylococcus aureus ATCC 29213

CMlgg (UM) CMB (uM) CMlgy (M) CMB (uM)

GAMO19 28.61 30 15.11 16
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GAMO020 144.44 >100 238.06 >100
GAMO022 109.74 >100 67.94 >100
GAMO026 45.70 >100 58.93 >100

4.3. Actividad hemolitica y Actividad citotoxica

Con el fin de determinar el grado de citotoxicidad in vitro de cada uno de los péptidos, se usaron
células eucariotas y eritrocitos. EI grado de citotoxicidad, se midié mediante ensayos de actividad

hemolitica y actividad citotdxica in vitro.

La figura 3 muestra que a una concentracion de 128 uM, los péptidos no exhiben actividad
hemolitica significativa. GAMO019 gener6 26% de hemolisis en los eritrocitos, GAM020 1.8%,
GAMO022 9.7% y GAMO026 de 34%. Sin embargo, en concentraciones de 16 uM, la hemolisis
generada por todos los péptidos fue < 5% en comparacion con 0.5% de Triton-X100 (control

positivo) el cual gener6 100% de hemolisis.

Por otra parte, el porcentaje de citotoxicidad de los péptidos a concentracion de 128 uM en la linea
celular HepaRG fue de 60.52% para GAMO019 (siendo esta concentracion 4 veces mayor que CMI
para E. coli y 8 veces mayor para la CMI de S. aureus), 6.14% para GAMO020, 55.84% para
GAMO022, 59.06% para GAMO026. Aun a una concentracion de 64 puM, el grado de citotoxicidad

no es significativamente alto.

El GAMO020 quien no posee una estructura de alfa hélice anfipatica definida, genera baja actividad

hemolitica y citotoxica a diferencia de los otros péptidos (Bautista, 2018).
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En general, el efecto hemolitico o citotoxico dependia de la dosis del péptido; y las concentraciones
a las cuales estos péptidos presentaron efecto citotoxico fueron significativamente mas altas que

la CMI contra las cepas bacterianas estudiadas.

Figura 4

Actividad hemolitica. Actividad hemolitica. Eritrocitos al 1% en PBS 1x pH 7.2, fueron incubados con los
péptidos en concentraciones de 16 hasta 128 uM. El control de hemolisis fue 1% de triton X-100. EI 100%
corresponde a 0.125 + 0.01 abs. * Diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en comparacion

con el control.
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Figura 5

Citotoxicidad sobre la linea celular HepaRG. Las células fueron incubadas con los péptidos en
concentraciones de 16 hasta 128 uM. EI control de citotoxicidad fueron células sin tratamiento. P <0.05
en comparacion con el control.
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Por otra parte, considerando los resultados de CMI y CMB obtenidos para los péptidos y con el
fin de evaluar su efecto sobre el metabolismo bacteriano se decidié continuar este estudio solo con

GAMO019 usando la CMI encontrada para cada cepa.

4.4. Consumo de oxigeno

Se determind la capacidad respiratoria de las cepas Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus aureus ATCC 29213 en presencia del péptido GAMO019 con el fin de establecer si
el péptido afecta la capacidad metabdlica de las bacterias. Se observé que la velocidad de
respiracion de Escherichia coli ATCC 25922 antes del tratamiento es de 46.3 nmol /mL /miny
después del tratamiento con GAM109 es de 29.5 nmol /mL /min (Figura 6). Se encontrd que para
Staphylococcus aureus ATCC 29213 la velocidad de respiracion en ausencia de tratamiento es de

14.7 nmol /mL /min y después del tratamiento 1.0 nmol /mL /min (Figura 5B).
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Las dos cepas bacterias disminuyen su capacidad de respiracion celular (63.6% en E. coli ATCC y
6.9% en S. aureus) en presencia de GAMO019. Esto podria sugerir que el metabolismo y en
particular la cadena respiratoria esta siendo afectada por el péptido y esto podria verse reflejado

en la capacidad para producir ATP de estas cepas (Wenzel et al., 2014).

Figura 6

Consumo de oxigeno bacteriano bajo tratamiento con GAMO019. A. Tasa de consumo de oxigeno de la
respiracion de. CMI E. coli ATCC 25922 antes y después tratamiento con GAMO019 en la CMI. B. Tasa de
consumo de oxigeno de la respiracion de S. aureus ATCC 9213 antes y después tratamiento con GAMO019

en la. *P <0.05 frente al tratamiento.
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4.5. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Teniendo en cuenta que muchos de los farmacos que inhiben la cadena respiratoria también
inducen estrés oxidativo (Van Acker et al., 2016) se evaluo la capacidad del péptido GAMO019 de

generar especies reactivas de oxigeno y su efecto sobre dos enzimas antioxidantes.

La capacidad de generacion de ROS se analiz6 usando DCFH-DA. Para ello se cuantificaron los

niveles de ROS generadas en las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
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ATCC 29213 antes y después del tratamiento con GAM109 a la CMI. En la Figura 6, se puede
observar que los niveles de ROS registrados fueron mayores en Escherichia coli ATCC 25922 a
diferencia de registrados en Staphylococcus aureus ATCC 29213, en contraste con el control

positivo (H2021.6 Mm).

Figura 7

Efecto del GAMO019 sobre la generacién de especies reactivas de oxigeno. A. E. coli ATCC 25922 fue
tratada 28.61 uM y B. S. aureus ATCC 29213 a 16 pM. Las bacterias se precargaron con sustrato DCFH-
DAy se leyo la fluorescencia de DCF en los periodos de tiempo indicados usando H2O; (1.6 mM) como
control positivo. Los resultados representan la media + SD del porcentaje de fluorescencia con respecto al
control de tres experimentos independientes, cada uno por triplicado. Existen diferencias significativas
entre los controles p <0.05.
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4.6. Enzimas antioxidantes

4.6.1. Actividad catalasa

Con el fin de determinar el efecto que tiene GAMO19 de la actividad de la enzima catalasa, se
monitoreo la descomposicion de H202 en O, y H2O por medio de lecturas de absorbancia a 240
nm. GAMO019 en CMI inhibe la actividad catalasa de Escherichia coli ATCC 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 29213.



ESPECIFICIDAD Y POSIBLE MECANISMO DE ACCION DEL PEPTIDO 34

La disminucidn de esta actividad enzimatica sugiere un efecto inhibidor con porcentajes de 32.14
% para E. colia 28.61 UMy de 42.37 % para S. aureus a 16 UM concentracion (Figura 8). Es decir,
evita la reduccion de moléculas de H2O> induciendo la formacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS).

Figura 8

Efecto de GAM019 en la CMI sobre la actividad catalasa. * Diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con el control (P <0.05).

] == Control E.coli

- 100
o ] mm  Tratamiento E.coli
2 ]
3 ] == Control S.aureus
5 ]
s ] * mmm Tratamiento S.aureus
2 507 * T
(8] T —_
© b T
by ]
° ]
< ]

0-

4.6.2. Actividad Superéxido Dismutasa (SOD)

Con el fin de determinar el efecto que tiene GAMO19 en la actividad de SOD, se monitore6 la
produccion de O2. GAMO019 a la concentracion CMI en Escherichia coli ATCC 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Los resultados muestran inhibicion de SOD con porcentajes de 39.26 % para E. coli a 28.61 uM y

de 24.31 % para S. aureus a 16 UM concentracién (Figura 8). Es decir, la induccion de SOD es
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minima y existe un aumento considerable O ; la cual es una de las moléculas responsables de la

generacion de estrés oxidativo.

Figura 9 Efecto de GAMO019 en la CMI sobre SOD. * Diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con el control (P <0.05).
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4.7. Caracterizacion de la morfologia bacteriana

Con el fin de visualizar alteraciones o cambios en la morfologia de Escherichia coli ATCC 25922
y Staphylococcus aureus ATCC 29213, se obtuvieron micrografias electronicas. Las micrografias
obtenidas indican que existen diferencias antes y después de usar GAMO19 para ambos casos.
Cada control refleja una superficie sin poros visibles o rupturas (Figura 10A — 10C). No obstante,
al realizar tratamiento con GAMO019 se logra observar en la Figura 10B y 10D, pequefias
alteraciones morfologicas sobre la envoltura celular. Estos tipos de alteracion podrian estar

relacionadas con el mecanismo por el cual ingresa el péptido a la célula.
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Figura 10

Micrografias Electrénicas de Barrido (SEM) de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 9213. A)
Micrografia SEM de E. coli ATCC 25922 sin tratamiento B) E. coli ATCC 25922 después de 40 min de
incubacién con GAMO019 en la CMI; C) S. aureus ATCC 9213 sin tratamiento; D) S. aureus ATCC 9213
después de 40 min de incubacion con GAMO019 en la CMI. Barra de escala 2- 3 um.

5. Discusién

En la busqueda de nuevos antibioticos, aqui se analizaron cuatro péptidos, tres con estructura alfa
hélice y uno al que se le introdujeron prolinas para evitar la formacion de la estructura secundaria

de hélice alfa. La estructura secundaria hélice alfa anfipatica de los PAMS, es una caracteristica
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importante que determina en algunos casos la actividad que estos poseen y les permiten insertarse
0 unirse en las membranas bacterianas indicando distintos mecanismos de accion (Hallock, 2002;

Sato, 2006; Jang, 2012; Li, 2012; Mai, 2015).

GAMO19 y sus analogos GAM020, GAM022 y GAMO026 son nuevos péptidos antimicrobianos,
con una corta cadena de aminoacidos. GAM019, GAMO022 y GAMO026 poseen estructura de o-
hélice definida y estable a diferencia de GAMO020, quien no posee este tipo de estructura estable
(Figura 2). Lo anterior, se evidencio en estudios de Dicroismo Circular (DC) realizados por

Bautista (2018).

Los resultados de la prueba de actividad antibacteriana (tabla 3) mostraron que existe una relacion
entre la estructura secundaria de los péptidos y su potencial antibacteriano al ser mas activo
GAMO019 quién posee una estructura estable y definida de alfa hélice (Bautista, 2018). En
consecuencia, se encontraron diferencias significativas en la actividad antimicrobiana de
GAMO19, presentd una menor CMlgg de 28.61 y 15.11 uM para E. coli ATCC 25922 y S. aureus
ATCC 9213, mientras que los analogos como GAMO022 o0 GAMO026 presentaron mayor CMI en
ambas cepas (Tabla 3), esto podria estar relacionado con la menor estabilidad de la hélice en los
dos altimos péptidos. GAMO020 presentd una CMI de 144.44 uM y 238.06 uM para E. coli ATCC

25922 y S. aureus ATCC 9213, respectivamente.

La relacién existente entre la actividad del péptido y su estructura secundaria de alfa hélice, ha
sido reportada en la literatura para diversos péptidos en donde se evidencia que la actividad
antimicrobiana es mayor cuando se tiene este tipo de estructura ( Suh et al., 1999; Jang et al., 2012;

Vermeer et al., 2012; Migliolo et al., 2016).
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Por otra parte, la mayoria de PAMs activos, tienen altos indices de citotoxicidad en células
eucariotas; factor determinante para definir su uso en aplicaciones clinicas. En este trabajo,
GAMO019, GAM020, GAMO022 y GAMO026 indujeron un bajo porcentaje de hemolisis en
eritrocitos humanos y baja citotoxicidad en la linea celular HepaRG no fue significativo en las

CMI determinada para péptido (Figura 4y 5).

Ahora, al analizar la morfologia celular de las bacterias tratadas con GAMO019 en la CMI después
de 40 min de exposicion, se observa poco dafio en la morfologia bacteriana de E. coli ATCC
25922. Sin embargo, existen deformaciones en la superficie de la bacteria que se asemejan a
pequefios poros en la superficie de S. aureus ATCC 9213(figura 10). Estos cambios se encuentran
relacionados con los diferentes mecanismos de accién de los PAMs, en donde los péptidos pueden
interactuar con la pared o membrana bacteriana y causar cambios en su estructura morfoldgica

hasta ocasionar lisis celular que desencadena muerte bacteriana (Alves et al., 2010).

Por otra parte, existen mecanismos de accion complementarios al dafio morfoldgico propuestos
para los péptidos. Estos mecanismos implican inhibicion de la respiracion celular e induccion en
la formacion de ROS (H202 , O2") (Sharp & Secombes, 1993; Subramanian et al., 2014). Altos
niveles de ROS generan estrés oxidativo y resultan claves para determinar los efectos letales de
los PAMS, debido a que conllevan a dafio sobre macromoléculas como lipidos causando
peroxidacién o mutaciones en el ADN (Hardie, 2011; Kashmiri & Mankar, 2014; Ortiz de Orué

Lucana et al., 2012) .

Diferentes ROS tienen diferentes grados de reactividad hacia estos componentes celulares, y la
disponibilidad de hierro en forma de Fe?* se considera fundamental debido al papel del hierro en

la reaccion de Fenton (Mittler, 2017) que impulsa la formacion de radicales hidroxilo. Ademas,
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las respuestas celulares a ROS implican la accion de enzimas como la catalasay SOD responsables
de la dismutacion de Oy la catalisis de H20., respectivamente. Lo anterior, se encuentra asociado
en diversos organismos con la supervivencia a factores que generen estrés (Martins et al., 2011;

Gravina, 2017;Ajiboye et al., 2016).

Los resultados en la figura 8, muestra que existen diferencias significativas en la actividad de la
enzima CAT con respecto al control en E. coli y S. aureus. Lo anterior sugiere que existe una
reduccion de H20>, lo que induce la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto se
puede considerar, como posibles respuestas bacterianas para desintoxicar los niveles elevados de
ROS que estan siendo producidos por la actividad del bactericida de GAMO019 como se puede
observar en la figura 7. Actualmente, existe en la literatura varias moléculas con actividad
antibacteriana que reportan generacion de ROS como mecanismo de accion (Ortiz de Orué Lucana,

2012; Kohanski, 2007).

Por otra parte, GAMO019 ademas de inducir en la formacion de ROS, también redujo la capacidad
de consumo de oxigeno significativamente (P< 0.05) en las dos cepas evaluadas con respecto a los
controles (Figura 6). Probablemente induciendo desequilibrio homeostatico de la energética
bacteriana generando un impacto considerable en el metabolismo ( Hardie, 2011). Es decir, existe
anulacion de la actividad de la cadena respiratoria que posteriormente redujo la sintesis de ATP y

consecutivamente la biosintesis de macromoléculas (Wenzel et al., 2014; Omardien et al.,2016 ).

En conclusion, se logra mejorar la actividad GIBIM-P5 con los cambios estructurales realizados
en GAMO019. La actividad antibacteriana que poseen los péptidos se encuentra relacionada con la
estabilidad de la estructura secundaria alfa hélice que estos posean. GAMO019, GAMO022 y

GAMO026 presentan actividad antimicrobiana; Sin embargo, GAMO019 es mas efectivo sobre
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bacterias Gram positivas y Gram negativas. Asimismo, GAMO019 y sus analogos no presentan

citotoxicidad en eritrocitos humanos y la linea celular HepaRG significativa.

6. Conclusién

GAMO020, GAMO022 y GAMO026 presentan actividad antimicrobiana frente a las bacterias
evaluadas, no obstante, esta no es significativa en comparacion con la actividad que presenta
GAMO019. GAMO020, quien no posee estructura tipo alfa hélice, obtuvo una menor actividad
antimicrobiana frente a las bacterias evaluadas.

GAMO19 es un péptido de amplio espectro ya que presenta actividad antimicrobiana significativa
tanto en bacterias Gram negativas y Gram positivas. En E. coli ATCC 25922, GAMO019 induce
disminucion en la respiracion celular, aumento en la generacion de ROS e inhibicion de la
actividad enzimatica de la catalasa, sugiriendo que su mecanismo de accién esta relacionado con
alteraciones metabdlicas y estrés oxidativo. Por otro lado, GAMO019 induce en S. aureus ATCC
9213 presenta los mismos efectos descritos para E coli, y ademas inhibe la actividad de SOD y
posiblemente induce la formacién de poros en la membrana bacteriana., induciendo dafio fisico,

metabdlico y estrés oxidativo.
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