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CAPÍTULO 1 

Introducción 

 1.1 El micetoma y su patogénesis 

El Micetoma es una enfermedad granulomatosa crónica subcutánea, de carácter 

inflamatorio y de desarrollo lento, progresivo, deformante y destructivo. 

Recientemente, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido que el 

micetoma es una “enfermedad tropical desatendida” ya que la enfermedad no ha 

recibido mucha atención a pesar de la gran carga médica y financiera (1). 

Esta es una infección crónica causada por microorganismos exógenos, que pueden 

ser hongos (eumicetoma) o bacterias del orden Actinomycetales (actinomicetoma). 

La infección se adquiere cuando estos microorganismos penetran la piel y el tejido 

subcutáneo a través de traumatismos menores, como pinchazos con espinas, 

astillas u otros objetos contaminados (2). 

La enfermedad suele iniciar con la formación de un nódulo o tumefacción firme en 

el sitio de inoculación. Conforme progresa, se desarrollan microabscesos que 

drenan un exudado purulento a través de múltiples fístulas cutáneas. Este exudado 

contiene gránulos constituidos por agregados de filamentos del microorganismo, los 

cuales representan el foco de la respuesta inflamatoria (3). A pesar de su evolución 

crónica, el micetoma generalmente cursa sin dolor ni manifestaciones sistémicas. 

No obstante, cuando compromete estructuras como el tórax, la cabeza, el cuello o 

la columna vertebral, pueden presentarse síntomas respiratorios, neurológicos u 

otras complicaciones. En fases avanzadas, la infección ocasiona destrucción 

progresiva de los tejidos, deformidad y pérdida funcional de la región afectada (4). 

A nivel mundial, aproximadamente el 60 % de los casos de micetoma son causados 

por actinomicetos y el resto por hongos. Entre los principales agentes etiológicos 

del actinomicetoma se encuentran especies de los géneros Nocardia, Streptomyces 

y Actinomadura (5). En comparación con el eumicetoma, el actinomicetoma 

presenta una evolución más agresiva, con mayor velocidad de diseminación y un 
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potencial destructivo más elevado (4). En México, esta forma de la enfermedad 

representa cerca del 97 % de los casos, siendo Nocardia brasiliensis el agente 

etiológico predominante, responsable de aproximadamente el 65 % de las 

infecciones (6). 

 1.2 Clasificación del género Nocardia 

El Genero Nocardia es un grupo de bacterias de la Familia Nocardiaceae que 

pertenece al Orden de los Actinomycetales. Las bacterias de este grupo se 

caracterizan por formar filamentos ramificados constituidos por bacilos de 

aproximadamente 0.5 a 1 µm de diámetro, no presentan capsulas y tienen 

resistencia a la lisozima (7). 

Las bacterias del género Nocardia crecen de forma aerobia a 37 °C en medios de 

cultivo convencionales, como el agar Sabouraud. La morfología de sus colonias 

varía entre especies; sin embargo, tras sucesivos subcultivos, las cepas suelen 

perder parte de sus características tintoriales y morfológicas originales. En estas 

condiciones, es frecuente la formación de colonias blancas, secas y fuertemente 

adheridas al agar, aunque también pueden presentar una apariencia pastosa o 

rugosa, tonalidades marrón salmón y un olor característico similar al de la tierra 

húmeda (8). 

Las especies de Nocardia son bacterias Gram positivas y aerobias que, durante las 

etapas iniciales de crecimiento, desarrollan estructuras filamentosas ramificadas. 

Con el tiempo, estos filamentos pueden fragmentarse y dar lugar a formas cocoides 

o cocobacilares (9). 

Entre las especies de este género, Nocardia brasiliensis constituye el principal 

agente etiológico del actinomicetoma en México. Se trata de una bacteria Gram 

positiva cuya pared celular contiene una elevada proporción de ácidos micólicos, 

compuestos que favorecen su supervivencia y contribuyen a su virulencia cuando 

este microorganismo saprófito invade los tejidos tras una inoculación traumática. 

Asimismo, la producción de enzimas antioxidantes, como la catalasa y la superóxido 

dismutasa, le permite neutralizar las especies reactivas de oxígeno generadas 
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durante el estallido respiratorio de los fagocitos, facilitando su persistencia en el 

hospedero (7,9). 

 1.3 El modelo experimental de actinomicetoma por Nocardia 

brasiliensis 

En 1999, Salinas-Carmona y colaboradores desarrollaron un modelo murino de 

actinomicetoma inducido por Nocardia brasiliensis mediante la inoculación del 

microorganismo en el cojín plantar de ratones BALB/c. Este modelo reproduce de 

manera consistente la evolución clínica de la enfermedad observada en humanos y 

ha sido ampliamente utilizado para estudiar la patogénesis del actinomicetoma y 

evaluar nuevas estrategias terapéuticas. 

Tras la inoculación, se desencadena una respuesta inflamatoria aguda en el sitio de 

infección que alcanza su máxima intensidad aproximadamente a los siete días y 

disminuye gradualmente hasta resolverse alrededor del día 15. Posteriormente, a 

partir del día 30, la inflamación reaparece y aumenta progresivamente, lo que marca 

el establecimiento de la fase crónica de la infección. Conforme avanza la 

enfermedad, la lesión incrementa de tamaño y se acompaña de destrucción tisular, 

deformidad del cojín plantar, formación de abscesos y fístulas, así como drenaje de 

exudado con microcolonias bacterianas o gránulos. 

Con base en esta evolución, la infección se divide en dos etapas: una fase aguda, 

comprendida entre los días 1 y 15 posteriores a la inoculación, y una fase crónica, 

que inicia a partir del día 30. La gravedad de las lesiones se evalúa de acuerdo con 

parámetros clínicos como el tamaño de la lesión, la presencia de úlceras, abscesos, 

fístulas y la expulsión de gránulos característicos del agente etiológico (10). 

 1.4 Histopatología del Micetoma 

Las lesiones de actinomicetoma causadas por Nocardia brasiliensis en el modelo 

murino presentan características clínicas e histopatológicas muy similares a las 

observadas en pacientes, lo que respalda su utilidad para el estudio de esta 

enfermedad. Tras la inoculación del microorganismo en el cojín plantar de ratones, 

la inflamación aparece entre los días 3 y 5 y progresa hasta aproximadamente el 
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día 14. Posteriormente, la lesión permanece relativamente estable durante cerca de 

una semana. A partir del primer mes de infección, se observan abscesos visibles a 

través de la piel, algunos de los cuales se ulceran y drenan gránulos blanquecinos 

característicos del actinomicetoma (11). 

Desde el punto de vista histopatológico, las lesiones se caracterizan por una 

respuesta inflamatoria granulomatosa con formación de abscesos que contienen 

gránulos bacterianos. Estos gránulos están constituidos por agregados de 

filamentos de N. brasiliensis inmersos en una matriz eosinófila conocida como 

cemento intercelular. En los primeros cuatro días de infección, el infiltrado 

inflamatorio está compuesto predominantemente por neutrófilos que rodean a las 

bacterias. Posteriormente, se desarrollan microabscesos en los que el cemento 

intercelular queda circundado por una capa de neutrófilos, seguida por linfocitos y 

macrófagos espumosos. Finalmente, el microabsceso es delimitado por una 

cápsula formada por fibroblastos, fibras de colágeno dispuestas de manera 

concéntrica y una capa periférica de mastocitos (12). 

 Aunque las manifestaciones clínicas del micetoma son similares 

independientemente del agente etiológico, las características histopatológicas de la 

lesión, así como el tamaño, la forma y el color de los gránulos, constituyen criterios 

útiles para orientar la identificación del microorganismo causante. 

Figura 1. Imágenes de microscopía de 
tejido infectado con N. brasiliensis. Se 
muestran microabscesos rodeados de 
fibras de colágeno, en el centro una 

colonia de la bacteria causal (12). 
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2.1 Inmunidad Celular en la Infección por Nocardia spp 

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa se caracteriza por su 

alta especificidad frente a los antígenos, su capacidad de inducirse tras la 

exposición al patógeno, generar memoria inmunológica y ser transferible. Sus 

principales componentes son los linfocitos B y T, así como los productos secretados 

por estas células, entre ellos los anticuerpos (13). 

La participación de los linfocitos en la respuesta inmunitaria frente a especies de 

Nocardia ha sido ampliamente estudiada en modelos experimentales. Ratones 

atímicos (nude), deficientes en linfocitos T, presentan una elevada susceptibilidad a 

la infección por Nocardia asteroides y desarrollan una infección sistémica letal, a 

diferencia de sus compañeros heterocigotos (nude -/+), que conservan parcialmente 

la función de estas células, generan una respuesta inflamatoria local frente a los 

antígenos de Nocardia y sobreviven a la infección (14). Hallazgos similares se han 

descrito en un modelo de infección por N. brasiliensis utilizando ratas atímicas, lo 

que confirma el papel esencial de los linfocitos T en la resistencia frente a este 

patógeno (15). 

La protección mediada por los linfocitos T depende, en gran medida, de la activación 

de los macrófagos mediante citocinas, mecanismo fundamental para el control de 

patógenos intracelulares. Este tipo de respuesta inmunitaria también es 

indispensable para la eliminación de microorganismos como Listeria 

monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae (16). Además 

de su función reguladora, se ha demostrado que los linfocitos T obtenidos de 

animales previamente inmunizados pueden ejercer un efecto bactericida directo 

contra N. asteroides. Este mecanismo es específico del antígeno, requiere el 

contacto directo entre el linfocito y la bacteria y no afecta a microorganismos no 

relacionados. 

Por otra parte, diversos estudios sugieren que una respuesta inmunitaria con 

predominio del perfil Th2 favorece la persistencia de la infección. En lesiones 

primarias y ganglios linfáticos drenantes de infecciones por Streptomyces 

somaliensis se ha observado un aumento en la producción de las citocinas IL-4 e 
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IL-10 (17). De manera similar, en el modelo murino de actinomicetoma por N. 

brasiliensis en ratones BALB/c, el desarrollo de lesiones crónicas caracterizadas por 

fístulas, microabscesos y gránulos bacterianos se ha asociado con una elevada 

expresión de IL-10, lo que sugiere un papel relevante de esta citocina en la 

progresión de la enfermedad (18). 

3.1 Tratamientos convencionales para el actinomicetoma 

El micetoma se conoce desde hace muchos siglos. Gill en 1832 describió a 

pacientes de la India con esta condición, que luego fue nombrada por Colebrook 

como "pie de Madura". Carter nombró a esta enfermedad micetoma, y en 1913, 

Pinoy describió su doble etiología fúngica y bacteriana (5,19). 

El tratamiento de la enfermedad depende de una serie de condiciones, como: el 

agente etiológico, el grado de avance del proceso (cronicidad y extensión) y las 

condiciones inmunológicas del paciente(2). La identificación precisa del agente 

etiológico es esencial para proporcionar un tratamiento eficaz del actinomicetoma. 

Sin tratamiento, o en casos resistentes, la afectación ósea y visceral progresiva es 

inevitable (20). 

Actualmente, la combinación de sulfato de amikacina y cotrimoxazol, conocida como 

el régimen de Welsh, es el recomendado para el actinomicetoma, este es 

administrado en ciclos de 5 semanas. Los pacientes se tratan durante 3 semanas 

con sulfato de amikacina por vía intramuscular junto con 5 semanas de trimetoprim-

sulfametoxazol oral. Sin embargo, en algunos casos, la condición del paciente no 

mejora (21). 

Una de las desventajas de este régimen terapéutico es que las sulfonamidas deben 

administrarse durante varios meses, incluso años, y lograr solo una tasa de curación 

del 70% y del 95% con SXT(sulfametoxazol combinado con trimetoprim)-amikacina, 

adicionalmente estas pueden producir efectos secundarios, como anemia 

hemolítica y aplásica, urticaria, fotosensibilidad, etc (22). 
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Independientemente del régimen que se utilice, es obligatorio realizar un 

seguimiento regular y estrecho de los pacientes, junto con evaluaciones renales, 

hepáticas y hematológicas y evidencia de ototoxicidad. 

Otras complicaciones reconocidas de los antibióticos utilizados en este régimen son 

la insuficiencia renal y la ototoxicidad, por tanto, cuando aparecen el paciente debe 

abandonar el tratamiento. Además, en estudios realizados recientemente se han 

informado casos de resistencia a este régimen, no existiendo muchas alternativas 

para los casos de farmacorresistencia y los casos en los que se desarrollen efectos 

secundarios a estos fármacos (23). 

3.2 Terapias alternativas para el actinomicetoma 

El número de casos de nocardiosis ha aumentado debido a la evolución del 

patógeno, la supresión inmunitaria del hospedero relacionada con los trasplantes y 

enfermedades como el sida y el cáncer. Bajo estas condiciones, Nocardia se 

convierte en un patógeno oportunista (24). 

En este contexto, el desarrollo de mejores opciones de tratamiento que sean 

seguras, eficaces y de corta duración para el micetoma se está convirtiendo en una 

necesidad urgente. Por tanto, nuestro equipo de investigación ha considerado 

necesario evaluar las actividades in vitro e in vivo de antimicrobianos naturales 

frente a N. brasiliensis más potentes y menos tóxicos con el fin de obtener mejores 

alternativas terapéuticas para el tratamiento del actinomicetoma. 

3.3 Péptidos antimicrobianos como alternativa terapéutica 

Dentro de los antimicrobianos naturales mejores conocidos y estudiados se 

encuentran los péptidos de defensa del huésped, también conocidos como péptidos 

antimicrobianos (AMPs: Antimicrobial Peptides). Estos péptidos se descubrieron por 

primera vez en la década de 1980; son componentes esenciales de las defensas 

inmunitarias innatas de organismos multicelulares (humanos, animales y plantas), y 

se convierten en la defensa de primera línea contra ataques externos. La mayoría 

de estos antimicrobianos son pequeños (12 a 50 aminoácidos), y se caracterizan 

por dominios tanto hidrófobos como hidrófilos. La mayoría de los AMPs son 
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catiónicos y esta carga neta positiva permite que estos péptidos interactúen con las 

membranas bacterianas cargadas negativamente (25). 

Los péptidos antibacterianos se encuentran entre los más estudiados y actualmente 

se están llevando a cabo intensas investigaciones clínicas y no clínicas para evaluar 

a estos como posibles antibióticos de próxima generación (26). 

En las últimas décadas, más de 300 péptidos bioactivos con propiedades 

farmacológicas variadas y notables se han purificado de la piel de las ranas, lo que 

representa una rica fuente de compuestos terapéuticos. La mayoría de estas 

moléculas exhiben una gama extraordinariamente amplia de actividad 

antimicrobiana que cubre tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas, así 

como hongos, virus y protozoos unicelulares. Además de matar un amplio espectro 

de microorganismos invasores, algunos de estos péptidos multifuncionales regulan 

selectivamente diferentes procesos biológicos (27). 

La rápida actividad bactericida de los AMPs los convierte en candidatos 

prometedores como terapéuticos antiinfecciosos; ya que se ha comprobado que 

estos poseen actividad antimicrobiana directa y rápida al provocar la interrupción de 

la integridad física de la membrana microbiana y/o al translocarse a través de la 

membrana hacia el citoplasma de las bacterias para actuar sobre objetivos 

intracelulares como el ADN, el ARN y las proteínas (28). 

Sus mecanismos antimicrobianos son diferentes de los antibióticos tradicionales; 

por lo tanto, pueden aplicarse para eliminar varios microbios, incluso los resistentes 

a medicamentos (29). 

Adicionalmente, se considera que las terapias con péptidos tienen ventajas desde 

la perspectiva de la seguridad en comparación con los fármacos convencionales, 

ya que sus productos de degradación son aminoácidos naturales y, debido a su 

corta vida media, pocos péptidos se acumulan en los tejidos. En conjunto, esto 

reduce el riesgo de seguridad y el riesgo de complicaciones causadas por 

metabolitos(30). Incluso, los péptidos terapéuticos sintéticos, son generalmente 

menos inmunogénicos que proteínas y anticuerpos recombinantes. Finalmente, la 
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administración local, que es la vía de administración más común para los AMPs, 

reduce aún más el riesgo de problemas de toxicidad  sistémica (31). 

En general, los AMPs ofrecen alternativas prometedoras a las terapias estándar 

como agentes antiinfecciosos e inmunomoduladores con mecanismos de acción 

que son menos propensos a la inducción de resistencia en comparación con los 

antibióticos convencionales; ya que se ha considerado que el desarrollo de 

resistencia bacteriana hacia los AMPs es poco probable debido al mecanismo de 

acción, que implica atacar múltiples objetivos de baja afinidad en lugar de una de 

un objetivo de alta afinidad como los antibióticos convencionales (32). 

Aunque en años pasados se han probado diferentes antibióticos in vitro, in vivo y ex 

vivo en actinomicetomas experimentales por N. brasiliensis para encontrar 

alternativas de tratamiento, hasta el día de hoy no se ha encontrado el 

antimicrobiano capaz de eliminar la infección de manera segura, eficiente y en un 

periodo de tiempo corto. 

3.4 Péptidos antimicrobianos y su capacidad para modular la 

respuesta inmune 

La mayoría de los péptidos de defensa del huésped tienen una doble actividad 

biológica. Pueden proporcionar protección contra una amplia gama de patógenos, 

en primer lugar, por su actividad antimicrobiana directa y, en segundo lugar, a través 

de su capacidad para modificar el sistema inmunitario modulando las respuestas 

inmunitarias innatas y adaptativas. Un mismo péptido antimicrobiano puede tener 

ambos efectos o sólo una u otra (33). 

La inmunomodulación ejercida por varios AMPs se ha comprobado en diversos 

estudios, que demuestran que estos péptidos tienen la capacidad de afectar a las 

respuestas del sistema inmunitario innato y adaptativo, suprimiendo o potenciando 

la respuesta. Esta capacidad es muy variada y está influenciada por diversos 

factores como los estímulos ambientales, las células implicadas, la interacción con 

diferentes receptores, las vías de señalización implicadas y los factores de 

transcripción a los que se unen (34). Cabe mencionar que muchos AMPs han 

demostrado tener efectos pleiotrópicos dependiendo de la célula sobre la que 
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actúen; asimismo, se ha visto que la concentración de estos péptidos juega un papel 

importante en el mecanismo de acción que se desencadena (35). 

3.4.1 La respuesta inmune innata modificada por AMPs 

En cuanto a la inmunidad innata, los AMPs, como las α-defensinas y las 

catelicidinas, se encuentran en los gránulos de los neutrófilos y las células NK. Su 

función principal es la eliminación intracelular de los patógenos fagocitados, sin 

embargo, estos péptidos también se liberan en el medio extracelular y pueden 

actuar como quimiocinas, ya que pueden reclutar diferentes tipos de células, 

incluidos neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, monocitos y linfocitos al lugar de la 

infección (35). Este mismo efecto quimiotáctico también puede ser ejercido por 

algunos AMPs sintéticos, entre los que se incluyen los denominados péptidos 

reguladores de la defensa innata (péptidos IDR), que han demostrado atraer ciertos 

tipos celulares, incluidos monocitos y neutrófilos (36). Los mecanismos de acción 

utilizados para lograr este fin son mediante la inducción de la secreción de 

quimiocinas como MCP-1, RANTES e IL-8, y/o el aumento de la expresión de ciertos 

receptores, como CCR2 y CXCR4, así como de receptores acoplados a proteína G 

(GPCRs) asociados a membrana, entre los que destacan los receptores de 

formilpéptidos (37). Asimismo, las quimiocinas pueden actuar de forma similar a las 

defensinas ya que tienen propiedades antimicrobianas demostradas in vitro 

eliminando patógenos como Listeria monocytogenes y E. coli (38). 

Además de su actividad quimiotáctica, péptidos como el HNP-1 (Human Neutrophil 

Peptide) pueden potenciar la eliminación de patógenos intracelulares por los 

macrófagos mediante la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos y péptidos. Además, 

los péptidos HNP1-3 pueden activar a los macrófagos y potenciar su fagocitosis in 

vitro y en modelos murinos in vivo (39). Del mismo modo, se ha observado que la 

catelicidina LL-37 puede activar y potenciar la fagocitosis por parte de los 

neutrófilos. Este mecanismo está mediado por la síntesis de la quimiocina CXCL8 

promovida por la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) p38 y la quinasa 

regulada por señales extracelulares (ERK) (40). Por otra parte, se ha visto que LL-

37 puede inhibir la apoptosis de neutrófilos y, por tanto, prolongar la vida útil de esta 
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línea celular mediante la activación del receptor de formil-péptido similar a 1 

(FPRL1) y el receptor de nucleótidos P2X7 (41). Además, la modulación inmunitaria 

ejercida por algunos AMPs incluye la capacidad de inducir la producción de 

especies reactivas de oxígeno y facilitar la formación de trampas extracelulares de 

neutrófilos (42). 

3.4.2 La respuesta inmune adquirida modificada por AMPs 

Los AMPs también pueden afectar las respuestas del sistema adaptativo. En este 

aspecto, los péptidos antimicrobianos son excelentes moléculas que sirven de 

enlace entre las respuestas inmunitarias innata y adquirida, ya que se sabe que 

distintos tipos de defensinas y la catelicidina humana LL-37 ayudan a iniciar las 

respuestas inmunitarias antimicrobianas adaptativas porque reclutan células 

presentadoras de antígenos (APC) en los focos de infección, incluidas las células 

dendríticas inmaduras (iDC: immature Dendritic Cells), los linfocitos B y los 

macrófagos (43). El hallazgo de que las HNP1-3 y las β-defensinas humanas (hBD) 

1-3 son selectivamente quimioatrayentes para las iDC humanas al interaccionar con 

CCR6 apoya este hecho (44). Además del reclutamiento, los AMPs también tienen 

la capacidad de activar y promover la maduración de las células dendríticas (DCs: 

Dendritic Cells), ya que se ha demostrado que la β-defensina de ratón (mBD2) 2 

regula al alza la expresión de receptores coestimuladores, como CD40, CD80 y 

MHC II, de forma similar a los efectos observados con hBD1, hBD3 y HNP-1. Se 

presume que esta expresión está mediada por la expresión de receptores 

coestimuladores. Se supone que esta expresión está mediada por la interacción con 

los TLR 1 y 2, lo que da lugar a la señalización MyD88 (45). Del mismo modo, 

cuando se exponen a LL-37, las células dendríticas inmaduras derivadas de 

monocitos muestran un aumento significativo de la capacidad endocítica, 

aumentando la capacidad de activar células T naive. Esta notable actividad es 

importante en la inducción de respuestas inmunitarias específicas de Ag, ya que las 

DCs son las principales células responsables de esta respuesta específica (46). 

Es bien sabido que los AMPs pueden influir en la polarización de los linfocitos T. 

Este efecto se demostró en diversos estudios en los que las DCs se activaron en 
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presencia de péptidos, como LL-37 y mBD2, provocando la inducción de una 

respuesta de tipo Th1. Este mismo efecto también se observa en las células de 

Langerhans, que son activadas por hBD3, induciendo la secreción de IFN-γ por los 

linfocitos T, lo que sugiere un sesgo hacia respuestas Th1(47). 

Además de la quimioatracción de las DCs, las defensinas, como la hBD1 y la hBD3, 

poseen la capacidad de quimioatraer diferentes subtipos de linfocitos, incluidos los 

linfocitos T CD4+ y CD8+ naïve y de memoria, favoreciendo, aún más, los 

mecanismos efectores de las respuestas adaptativas. 

En el contexto de las respuestas inmunitarias humorales, las defensinas también 

pueden modular esta respuesta; sin embargo, lo hacen de forma diferente, ya que 

se ha demostrado que pueden actuar como adyuvantes y potenciar la producción 

de anticuerpos IgG específicos. Por otro lado, los péptidos, como el LL-37, provocan 

una disminución de la producción de la citocina antiinflamatoria IL-10 por parte de 

los linfocitos B (48). 

Debido a todos los efectos que los AMPs pueden ejercer sobre las respuestas 

inmunitarias innatas y adaptativas, se piensa que el papel principal de los péptidos 

antimicrobianos en la eliminación bacteriana es modular la respuesta inmunitaria 

más que dirigir la eliminación de los patógenos. Esta idea proviene del hecho de 

que muchos péptidos antimicrobianos pierden su actividad antimicrobiana en 

condiciones fisiológicas. En cambio, sus actividades inmunomoduladoras 

permanecen presentes y pueden observarse al añadir suero y cuando se prueban 

en modelos animales (49). 

3.5 Los péptidos antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-DA2N 

Entre todos los organismos productores de péptidos, se han identificado y 

caracterizado ampliamente los AMPs aislados de ranas. Entre estos, se encuentran 

las dermaseptinas (DRS), que son una familia de péptidos policatiónicos con 

estructura en hélice α presentes en las secreciones cutáneas de las ranas hílidas 

latinoamericanas. DMS-DA6 Y DRS-DA2N son dos péptidos pertenecientes a la 

familia de las dermaseptinas, aislados de la piel de la rana mexicana Pachymedusa 

dacnicolor. 
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DMS-DA6 ha demostrado una notable actividad bactericida frente a bacterias Gram-

positivas, incluidas cepas multirresistentes. Este péptido adopta una conformación 

de hélice α que le permite insertarse en membranas compuestas por lípidos 

aniónicos y alterar su integridad. Sin embargo, se ha demostrado que su elevada 

actividad frente a bacterias Gram-positivas no se debe únicamente a la interacción 

con los lípidos aniónicos de la membrana ni a una mayor estabilidad frente a la 

proteólisis, sino principalmente a su alta afinidad por el peptidoglicano, lo que 

favorece la permeabilización de la pared y la membrana bacterianas. Además, 

DMS-DA6 no presenta actividad hemolítica cuando se evalúa en eritrocitos 

humanos o murinos a concentraciones de 10 y 50 μM (50). 

Por otro lado, DRS-DA2N ha demostrado una potente actividad antimicrobiana in 

vitro frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, incluidas cepas 

multirresistentes, así como frente a diversas especies de Candida, a 

concentraciones micromolares. Asimismo, este péptido presenta actividad citotóxica 

selectiva sobre leucocitos humanos y murinos, sin afectar otras células, como 

eritrocitos ni células epiteliales primarias o transformadas. 

El mecanismo de acción de DRS-DA2N consiste en la rápida permeabilización de 

la membrana plasmática, lo que induce la muerte tanto de bacterias como de células 

inmunitarias. Además, en un modelo murino de peritonitis no infecciosa, se 

demostró que la forma corta de DRS-DA2N induce selectivamente la muerte de 

células inflamatorias in vivo y ejerce un efecto inmunorregulador local, pero no 

sistémico, al reducir el número de leucocitos presentes en la cavidad peritoneal tras 

la inducción de la inflamación (51). 
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CAPÍTULO 2 

Justificación 
El tratamiento convencional utilizado en la terapia del actinomicetoma es de larga 

duración, provoca efectos adversos serios y han surgido cepas resistentes a éste. 

Por lo tanto, se necesitan nuevas opciones de tratamiento que sean eficaces, menos 

tóxicas y de corta duración. En este trabajo se evaluará el efecto inmunomodulador 

y microbicida in vitro e in vivo de los péptidos antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-

DA2N contra N. brasiliensis.  
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CAPÍTULO 3 

Hipótesis 
Los péptidos antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-DA2N tienen actividad 

inmunomoduladora y microbicida en un modelo experimental de actinomicetoma por 

N. brasiliensis. 
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CAPÍTULO 4 

Objetivo general 
Evaluar el efecto inmunomodulador y microbicida de los péptidos antimicrobianos 

DMS-DA6 y DRS-DA2N en un modelo experimental de actinomicetoma por N. 

brasiliensis. 
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CAPÍTULO 5 

Objetivos específicos 
1. Evaluar la actividad microbicida de los péptidos antimicrobianos DMS-DA6 y 

DRS-DA2N contra N. brasiliensis in vitro. 

2. Determinar la eficacia del tratamiento con los péptidos antimicrobianos DMS-

DA6 y DRS-DA2N contra N. brasiliensis in vivo en ratones BALB/c. 

3. Identificar los efectos inmunomoduladores producidos por los péptidos 

antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-DA2N en la infección por N. brasiliensis in 

vivo en ratones BALB/c. 
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CAPÍTULO 6 

Materiales y Métodos 

6.1. Purificación e identificación de péptidos mediante 

espectrometría de masas.  

Se obtuvieron 200 μL de exudado cutáneo fresco apretando suavemente la parte 

lateral-dorsal de la piel de la rana Pachymedusa dacnicolor (52). Para la 

identificación mediante espectrometría de masas, las muestras se prepararon 

según el método de «gotita seca» (53) con CHCA (ácido B-ciano-4-hidroxicinámico, 

Applied Biosystems) (5 mg/mL) como matriz en ACN/TFA acuoso al 0,1 % (1:1). Los 

experimentos MALDI-TOF se llevaron a cabo utilizando un analizador proteómico 

4700 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, Francia) equipado con un láser de diodo 

bombeado Nd:YAG: C = 355 nm, una duración de pulso de 4 ns y una frecuencia 

de repetición de 200 Hz. Los experimentos MALDI-TOF/TOF se realizaron en 

condiciones CAD (N₂, 5,3 × 10⁻⁵ Pa) a 1 keV (energía de colisión). La ventana de 

iones precursores es de ± 2u. Los experimentos MS y MS/MS se calibraron 

externamente utilizando mezclas de péptidos clásicos. 

 

6.2 Síntesis de péptidos en fase sólida.  

Los péptidos se sintetizaron mediante síntesis automatizada en fase sólida 

utilizando química Fmoc/tBu en el sistema Activo-P11 (Activotec) y, a continuación, 

se purificaron mediante HPLC (Waters, columna C18). La identidad de los péptidos 

se validó mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (MS Voyager, Applied 

Biosystems). Teniendo en cuenta la presencia de un residuo de triptófano en la 

secuencia, las concentraciones se determinaron mediante espectroscopia UV 

(Nanodrop, Labtech.com), asumiendo un coeficiente de extinción para el triptófano 

D280 de 5 600 M−1·cm−1. 
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6.3 Actividad antibacteriana in vitro 

Se cultivó Nocardia brasiliensis ATCC700358 (Salinas-Carmona et al., 2010) en 

matraces Erlenmeyer de 125 ml, los cuales contenían 30 ml de caldo BHI (Brain 

Heart Infusion) estéril (121°C por 15 minutos a 15 libras de presión). Una vez 

sembrado se incubó a 37°C durante 72 horas (para llegar a fase exponencial). 

Debido a que los organismos son difíciles de fragmentar y crecen en grupos en el 

caldo, se requiere cierta agitación del organismo con perlas de vidrio, con un margen 

para la sedimentación de los grupos de organismos más grandes. 

Posteriormente se preparó una suspensión unicelular, para la cual la masa 

bacteriana se recuperó de los matraces y se colocó en tubos cónicos (Falcón) con 

tapón de rosca, después se centrifugaron a 2,500 rpm durante 15 minutos. Una vez 

centrifugado se decantó el sobrenadante y la masa bacteriana depositada en el 

sedimento se lavó con solución salina estéril, repitiendo el proceso de centrifugación 

y lavado 2 veces más. Después de realizar los lavados las bacterias se trituraron y 

homogenizaron con un Potter-Evelham.  

Después a la masa bacteriana se adicionó 1 mL de solución salina y se diluyó con 

caldo BHI. A continuación, la suspensión del organismo se ajustó a la turbidez visual 

del estándar de McFarland de 0.5 McFarland. 

En una microplaca de 96 pocillos se agregó 0.1 mL de esta suspensión previamente 

diluida con caldo Müeller-Hinton para obtener una concentración final de 5x104 

Unidades Formadoras de Colonias (CFU: Colony Forming Unit) por pocillo. Así 

mismo se añadió un volumen igual de caldo Mueller-Hinton con diluciones seriadas 

de los péptidos antimicrobianos a ensayar. 

Después de 3 días de incubación a 37°C, las placas se leyeron en un lector 

E.L.I.S.A. y se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC: Minimum 

Inhibitory Concentration) como la concentración más baja de fármaco que inhiba 

totalmente el crecimiento de Nocardia brasiliensis. 

Para evaluar si el péptido es bacteriostático o bactericida, las placas se 

centrifugaron a 3000 g durante 10 min, y el medio de los pocillos se retiró y se 
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reemplazó por medio fresco. A continuación, estas placas se incubaron durante 72 

horas para evaluar el crecimiento bacteriano y determinar la Concentración Mínimia 

Bactericida (MBC: Minimum Bactericidal Concentration). 

 

6.4 Modelo murino de actinomicetoma 

En esta investigación se trabajaron con ratones BALB/c hembras de 10 a 14 

semanas de edad, libres de patógenos, mantenidos bajo condiciones BSL2 en el 

laboratorio de experimentación de animal del servicio de Inmunología. Se les 

proporcionó alimento comercial LabDiet, la cual contiene una composición 

bromatológica ideal para alimento de roedores de laboratorio y agua estéril ad 

libitum. Los animales se observaron diariamente y la iluminación fue 12/12 

controlada automáticamente, de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999. 

La infección fue inducida inoculando 1x106 CFU de N. brasiliensis en el cojinete 

plantar de la pata izquierda trasera. 

 

6.5 Tratamiento con los péptidos antimicrobianos DMS-

DA6 y DRS-DA2N y el antibiótico Linezolid 

Una vez que el actinomicetoma se encontró establecido (día 60 de infección) se 

comenzó la administración de los tratamientos a los ratones infectados. En esta 

investigación se utilizaron un total de 40 animales, los cuales fueron ratones hembra 

de la cepa BALB/c de entre 10 a 14 semanas de edad. Estos 40 ratones se 

distribuyeron en 8 grupos de 5 ratones cada uno, a los cuales se les administraron 

diferentes tratamientos. La administración de péptidos antimicrobianos fue vía 

intramuscular (cerca del cojinete plantar infectado) y la del antibiótico Linezolid vía 

subcutánea: 

 Grupo #1: grupo control sano (los ratones de este grupo no fueron infectados 

ni tratados) para conocer las poblaciones de leucocitos y nivel de citocinas 

basales en ratones sanos. 
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 Grupo #2: grupo control sin tratamiento (a los ratones de este grupo no se 

les administró tratamiento) para observar el curso de la infección sin 

tratamiento. 

 Grupo #3: se administró el péptido DRS-DA2N en una concentración de 12.5 

mg/kg 2 veces por semana durante 3 semanas. 

 Grupo #4: se administró el péptido DMS-DA6 en una concentración de 12.5 

mg/kg 2 veces por semana durante 3 semanas. 

 Grupo #5: se administraron los péptidos DRS-DA2N y DMS-DA6 en una 

concentración de 5 mg/kg (cada péptido) 2 veces por semana durante 3 

semanas. 

 Grupo #6: se administró el péptido DRS-DA2N en una concentración de 5 

mg/kg 2 veces por semana durante 3 semanas y el antibiótico Linezolid en 

una concentración de 25 mg/kg cada 12 horas durante 4 semanas. 

 Grupo #7: se administró el péptido DMS-DA6 en una concentración de 5 

mg/kg 2 veces por semana durante 3 semanas y el antibiótico Linezolid en 

una concentración de 25 mg/kg cada 12 horas durante 4 semanas. 

 Grupo #8: se administró el antibiótico Linezolid en una concentración de 25 

mg/kg cada 12 horas durante 4 semanas. 

Los péptidos fueron disueltos en solución salina; en cada dosis se administraron 20 

µL con ayuda de una jeringa. El esquema terapéutico utilizado para los 8 grupos se 

muestra a continuación: 

Figura 2. Esquema de tratamientos con péptidos antimicrobianos y el antibiótico Linezolid.  

 

En el esquema terapéutico que se utilizó para los grupos #6 y #7 consistió en 

administrar solamente el antibiótico Linezolid durante la primera semana; a partir de 
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la segunda semana de tratamiento se inició con la administración del péptido 

antimicrobiano en cuestión en conjunto con el antibiótico. 

Al momento de administrar los tratamientos se observó durante 30 minutos el 

comportamiento del ratón y periódicamente durante las primeras 24 h (con especial 

atención durante las primeras 4 horas) y posteriormente todos los días, durante un 

total de 28 días después de la primera administración del tratamiento. De igual 

manera se evaluaron efectos irritantes en la pata del ratón (eritema, edema y 

recuperación completa del cabello). 

24 horas después de administrar la última dosis de tratamiento se aplicó una dosis 

final de anestesia a el animal con 100µl/20g de Ketamina/XIlacina, posteriormente 

la eutanasia se realizó por dislocación cervical, de acuerdo con la NOM 062-ZOO-

1999 9.5.3.2, el animal no debe moverse después del procedimiento y se verificó la 

muerte por ausencia de respiración y latido cardiaco. 

 

6.6 Evaluación del tratamiento con péptidos 

antimicrobianos 

Para determinar la eficacia* de los tratamientos con los péptidos antimicrobianos 

se evaluaron los siguientes parámetros: 

 Supervivencia de los ratones1. 

 Peso de los ratones1. 

 Inflamación de cojinete plantar1. 

 Unidades Formadoras de Colonias (CFU) en cojinete plantar infectado2. 

 Cortes histológicos del cojinete plantar para observar la presencia de 

infiltrado celular y de colonias bacterianas2. 

 Análisis de poblaciones de monocitos, macrófagos, neutrófilos y Linfocitos T 

CD4+ y CD8+ mediante citometría de flujo en sangre periférica, bazo y 

cojinete plantar infectado2. 
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 Cuantificación en suero de las siguientes citocinas: IFN-γ, TNF-α, IL-12p70, 

IL-1α, IL-1β, IL-6, MCP-1, GM-CSF, IL-17A, IL-23, IL-10, IL-27 e IFN-β 

mediante citometría de flujo2. 

1Estos parámetros fueron evaluados en ratones vivos, durante las 4 semanas de 

administración de tratamientos. 

2Estos parámetros fueron evaluados una vez que se sacrificaron los ratones. 

*Eficacia: para este trabajo se consideró que un tratamiento es eficaz cuando 

elimina o controla la infección y produce una mejoría clínica significativa, sin generar 

una toxicidad inaceptable. 

 

6.6.1 Seguimiento Clínico 

Una vez que se comenzó con la aplicación del esquema terapéutico con los péptidos 

antimicrobianos se utilizó un registro individual para los ratones, el cual evaluó 

signos clínicos de toxicidad aguda, actividad locomotora, sensibilidad al sonido, 

comportamiento exploratorio, comportamiento agresivo, convulsiones, tono 

muscular en extremidades, temblores, lagrimeo, defecación, micción, cambios en la 

respiración, secreciones nasales, cianosis y piloerección. Así mismo, se realizó un 

seguimiento de la supervivencia y peso de cada ratón. 

De igual manera, la inflamación observada en el cojinete plantar de cada ratón se 

midió con ayuda de un vernier cada tres días durante el curso del estudio, y se 

obtuvo el volumen empleando la ecuación elipsoide (ancho x alto x largo) 

multiplicando el producto por el factor 0.5235999. 

 

6.7 Procesamiento de tejidos 

6.7.1 Obtención de sangre periférica venosa 

24 horas después de la última administración del péptido y antes de realizar el 

sacrificio de los ratones, se obtuvo sangre periférica venosa mediante punción retro 
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orbital. Al momento de la recolección de la sangre, se colocaron 100 µl en un tubo 

con heparina y la sangre restante se colocó en un tubo sin anticoagulante. 

La sangre con heparina se destinó para el análisis por citometría de flujo, mientras 

que la sangre sin anticoagulante se destinó para obtener el suero para la posterior 

cuantificación de citocinas por multiplex. 

 

6.7.2 Digestión del cojinete plantar  

El cojinete plantar se obtuvo en un ambiente estéril de los diferentes grupos de 

ratones para colocarse en medio RPMI completado (cRPMI) con glutamina, piruvato 

sódico 1 mM, HEPES 10 mM, 1% aminoácidos no esenciales, 100 U de 

penicilina/ml, 100 g de estreptomicina/ml y 10% suero bovino fetal. Se añadieron 

0.7 mg de colagenasa XI disuelta en PBS a cada cojinete plantar y se procedió a 

incubar durante 30 min a 37°C. El tejido digerido se rompió con ayuda de tijeras y 

bisturí para después ser empujado suavemente a través de un filtro de células de 

70 µm. Los glóbulos rojos se lisaron con la solución de Gey, y posteriormente se 

realizó un lavado para resuspender las células en cRPMI. El número total de células 

por cojinete se determinó usando una Cámara de Neubauer y se ajustó a la 

concentración adecuada para el análisis de células por citometría de flujo. 

 

6.7.3 Digestión de bazo 

Una vez que se realizó el sacrificio del ratón, se extrajo el bazo y se colocó en una 

caja Petri que contenía medio RPMI completo con glutamina, piruvato sódico 1 mM, 

HEPES 10 mM, 1% aminoácidos no esenciales, 100 U de penicilina/mL, 100 gramos 

de estreptomicina/mL; posteriormente con ayuda de pinzas de disección estériles 

sin dientes y con estrías en las caras internas, se maceró el órgano para obtener 

una suspensión celular. 

Las células obtenidas se recuperaron en tubos cónicos estériles de 15 mL. Cada 

tubo se centrifugó durante 10 minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el 

botón de células se concentró a 1 mL, después se añadió solución de lisis 1X 
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(NH4Cl) para eliminar los eritrocitos y se agitó gentilmente el tubo durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Se volvió a centrifugar cada tubo durante 10 

minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el botón celular restante se lavó 

en 2 ocasiones más con 10 mL de PBS. Las células se suspendieron en un volumen 

total de 2 mL. Posteriormente, a partir de cada solución celular se determinó el 

número total de células por cada bazo extraído con la ayuda de una Cámara de 

Neubauer. 

 

6.8 Determinación de carga bacteriana en cojinete plantar 

infectado 

Utilizando 0.1 ml de homogenizado del cojinete plantar de los ratones de los 

diferentes grupos se realizaron diluciones seriadas para su cultivo en agar BHI, 

posteriormente se incubó a 37°C durante 7 días; cada 24 horas se observó si existía 

crecimiento de CFU para la determinación de carga bacteriana por el método de 

Miles & Misra. 

 

6.9 Cuantificación de poblaciones celulares por 

citometría de flujo 

Las células obtenidas de cojinete plantar, bazo y sangre se ajustaron a una 

concentración de 1x106 células/ml con PBS frío (4°C). Después las células se 

lavaron en 1 ml de PBS/BSA y se incubaron con anticuerpos monoclonales a la 

dilución recomendada por el proveedor para detectar los marcadores CD3, CD4, 

CD8, F4/80, CD11b y Ly6g. Posteriormente se realizó una incubación durante 30 

minutos a 4°C, evitando la luz directa, para después realizar un lavado con 1 ml de 

PBS. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 500 μl de PBS para su 

adquisición por citometría de flujo. 

El análisis de datos se realizó en el citómetro BD LSRFortessa: por cada tubo de 

citometría se adquirieron al menos 50,000 eventos y los resultados se analizaron 

utilizando el BD FACSDiva Software. 
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Los siguientes anticuerpos monoclonales de superficie de rata anti-ratón 

conjugados con fluorocromos fueron utilizados en este trabajo: 

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales para citometría de flujo. Se especifican las 

características de los anticuerpos utilizados para el análisis por citometría de flujo. 

 

6.10 Cuantificación de citocinas en suero 

Las citocinas se midieron en el suero de ratones BALB/c control o infectados y 

tratados con el sistema LEGENDplex Mouse Inflammation Panel 13-plex 

(BioLegend), siguiendo las instrucciones del fabricante para la cuantificación de 

IFN-γ, TNF-α, IL-12p70, IL-1α, IL-1β, IL-6, MCP-1, GM-CSF, IL-17A, IL-23, IL-10, 

IL-27 e IFN-β por citometría de flujo. La adquisición de muestras se realizó con un 

citómetro de flujo BD FACSCanto II (BD Biosciences) y el software BD FACSDiva 

v9.0.1. Los datos se analizaron con el programa LEGENDplex 

(https://legendplex.qognit.com). 

 

6.11 Criterios de inclusión, exclusión y eliminación 

Criterios de inclusión: ratones sanos de la cepa Balb/c de 10 a 14 semanas de edad 

que se encuentren pesando entre 20 y 25 gramos. 

Criterios de exclusión: ratones de alguna cepa diferente a la Balb/c, ratones 

menores a 10 semanas de edad y mayores a 14, ratones que pesen menos de 20 

gramos, y ratones que presenten algún signo de enfermedad. 

Anticuerpos de Superficie 

Anticuerpo Cantidad (µl) Clona Fluorocromo Compañía 

Anti-CD3 2.5 17A2 APC-Cy7 BD Biosciencies 

Anti-CD4 1 RM4-5 Pacific Blue BD Biosciencies 

Anti-CD8 1 53-6.7 V500 BD Biosciencies 

Anti-Ly6G 2.5 1A8 PE-Cy7 BD Biosciencies 

Anti-F4/80 2.5 T45-2342 Alexa Fluor 488 BD Biosciencies 

Anti-CD11b 2.5 M1/70 Alexa Fluor 647 BD Biosciencies 
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Criterios de eliminación: ratones que después de 30 días no presenten las lesiones 

típicas del actinomicetoma, ratones que pierdan el 20% de su peso al inicio del 

experimento. 

 

6.12 Análisis Estadístico 

Para calcular la cantidad de animales necesarios para obtener datos 

estadísticamente confiables, se utilizó la herramienta bioinformática “Calculadora de 

Tamaño muestral GRANMO” (Versión 7.12), la cual nos indica lo siguiente: 

“Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta inferior al 0.2 en un contraste 

bilateral, se necesitan 5 sujetos en cada grupo para detectar una diferencia mínima 

de 2 entre dos grupos, asumiendo que existen 7 grupos y una desviación estándar 

de 0.7. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%.” 

En este estudio se utilizarán 7 grupos formados por 5 animales cada uno, los cuales 

serán sacrificados en el día 66 después de la infección; por lo tanto, la n para la 

fórmula corresponde a un total de 35 animales. 

En la estadística descriptiva se reportaron frecuencias y porcentajes para variables 

categóricas. Para las variables cuantitativas se reportaron medidas de tendencia 

central y dispersión (media/mediana; desviación estándar/rango intercuartil), previa 

valoración de la distribución de las variables por medio de la prueba de Kolmogórov-

Smirnov. Se compararon variables categóricas por medio de la prueba de Chi 

cuadrado de Pearson o test exacto de Fisher. Para las variables cuantitativas se 

compararon grupos por medio de la prueba ANOVA para grupos independientes. 

Se consideró un valor de p<0.05 y un intervalo de confianza al 95% como 

estadísticamente significativo. Se utilizó el paquete estadístico GraphPad Prism 

8.0.1. 



38 
 

CAPÍTULO 7 

Resultados 

7.1 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

(MIC) y Concentración Mínima Bactericida (MBC) in vitro de 

los péptidos antimicrobianos contra N. brasiliensis. 

Los péptidos se adicionaron a las diferentes concentraciones señaladas en la 

sección de material y métodos junto con N. brasiliensis para determinar si eran 

capaces de inhibir el crecimiento y/o ejercer un efecto bactericida. 

El péptido “DMS-DA6” demostró tener tanto actividad inhibitoria como microbicida; 

mientras que el péptido “DRS-DA2N” demostró solo tener actividad inhibiendo el 

crecimiento de Nocardia brasiliensis. 

Péptido Concentración Mínima 
Inhibitoria (MIC) 

Concentración Mínima 
Bactericida (MBC) 

DMS-DA6 500 M 1 mM 

DRS-DA2N 1 mM - 

Tabla 2. Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) y Concentración Mínima Bactericida (MBC) 

de los péptidos antimicrobianos “DMS-DA6” y “DRS-DA2N”. 

7.2 Determinación de la eficacia del tratamiento con péptidos 

antimicrobianos contra N. brasiliensis in vivo. 

Después de determinar la MIC y MBC de los péptidos antimicrobianos, se decidió 

solo administrar a nuestro modelo animal los péptidos “DA6” y “N”, debido a que 

solo estos dos péptidos demostraron tener actividad antibacteriana contra N. 

brasiliensis. 

Para determinar la eficacia de los tratamientos con los péptidos antimicrobianos se 

evaluaron los siguientes parámetros en los ratones tratados: supervivencia, peso, 

inflamación del tejido infectado y cuantificación de Unidades Formadoras de 

Colonias (CFU). 

Al administrar los péptidos se observó que el péptido “N” ocasionaba la muerte de 

los ratones después de aproximadamente 30 minutos de administrar el péptido; por 
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lo que al finalizar el esquema de tratamiento solo sobrevivieron 2 ratones de los 5 

con los que se comenzó. 

Otro tratamiento que ocasionó la muerte de 1 ratón de los 5 con los que se comenzó 

fue la administración en conjunto de los péptidos “DA6” y “N”. 

Los 4 tratamientos restantes no ocasionaron la muerte de ratones, por lo que su 

aplicación se considera segura. 

Figura 3. Grafica de supervivencia de los ratones tratados con péptidos antimicrobianos y 
Linezolid. De los 6 tratamientos que se administraron a los ratones Balb/c solo 2 de ellos 
ocasionaron la muerte de ratones. Log-rank test. n=5 * p<0.05. 

Así mismo, se monitoreo el peso de los ratones durante el tiempo que duraron los 

tratamientos; esto como un indicador de buena salud en los ratones. Al terminar los 

tratamientos se comparó el peso del ratón al inicio del tratamiento contra el peso del 

ratón al finalizar dicho tratamiento. 

El peso de los ratones no se vio alterado por ninguno de los tratamientos utilizados, 

ya que se encontraron diferencias de alrededor el 5% de pérdida o ganancia de 

peso; lo que nos indica que los ratones gozaban de un buen estado de salud en 

general durante la administración del tratamiento. 
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 SIN TX: Sin Tratamiento 

 DA6: DMS-DA6 

 N: DRS-DA2N 

 LZD: Linezolid 

 

 

 

 

Figura 4. Cambio de peso de los ratones durante la administración de los tratamientos con 
los péptidos antimicrobianos y Linezolid. Se comparó el peso de los ratones al inicio y al 
final del tratamiento como un indicador de buen estado de salud. Las diferencias se 
expresan en porcentaje. Prueba de Kruskal-Wallis, comparación múltiple de Dunn. n=4-5 
ns p>0.05. 

 

Otro de los parámetros evaluados para determinar la eficacia de los tratamientos 

con los péptidos antimicrobianos fue determinar si existía un cambio de volumen en 

el tejido infectado de los ratones. Para realizar dicha determinación se midió el 

cojinete plantar infectado de los ratones durante los tratamientos con ayuda de un 

vernier, y por medio de la ecuación de la elipse se determinó el volumen total del 

miembro afectado. 

En la mayoría de los tratamientos, con excepción del tratamiento donde se 

administraron en conjunto los péptidos “DA6” y “N” se observó una disminución del 

volumen del cojinete plantar infectado al finalizar el esquema de tratamiento. 



41 
 

Figura 5. Cambio de volumen del cojinete plantar infectado de los ratones tratados con 

péptidos antimicrobianos y Linezolid. El volumen del cojinete plantar infectado disminuyo al 
finalizar el tratamiento con péptidos antimicrobianos y Linezolid, en comparación con el 
volumen del cojinete plantar sin tratamiento. ANOVA de una vía, muestras pareadas, 
comparación múltiple de Dunn. n=4-5 *p<0.05 ** p<0.01. 

 

Uno de los parámetros considerados más importantes a evaluar, son las Unidades 

Formadoras de Colonias (CFU). Para realizar la evaluación de este parámetro, se 

obtuvieron los cojinetes plantares infectados, se maceraron y a partir de este 

macerado se realizaron diluciones seriadas para determinar las CFU mediante el 

método de Miles & Misra. 

Sorprendentemente se observó una disminución en las CFU en todos los 

tratamientos probados, destacando que estos péptidos conservan su actividad 

antimicrobiana en modelos in vivo. 
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Figura 6. Cuantificación de Unidades Formadoras de Colonias (CFU) en cojinete plantar 
infectado. Se cuantificaron las CFU al finalizar los tratamientos con los péptidos 

antimicrobianos y Linezolid. Se observó una disminución de carga bacteriana en ratones 
infectados y tratados en comparación con ratones infectados sin tratamiento. Prueba de t 
no pareada, n=4-5 *p<0.05. 

 

7.3 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en la infección por N. brasiliensis in 

vivo. 

Para determinar si los péptidos antimicrobianos pueden modular la respuesta 

inmune de los ratones infectados con N. brasiliensis, al finalizar los tratamientos se 

realizó el análisis por citometría de flujo de macrófagos, monocitos, neutrófilos y 

linfocitos T CD4+ y CD8+ en el cojinete plantar infectado, el bazo y la sangre. Una 

parte representativa del tejido infectado se destinó para realizar la tinción de 

Hematoxilina y Eosina y observar la histopatología de la lesión. Por último, se obtuvo 

el suero de los ratones para cuantificar las citocinas IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12p70, 

TNF-α, IFN-γ, IFN-β, IL-10, IL-17, IL-23, GM-CSF, MCP-1 y IL-27 utilizando 

Multiplex. 
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7.3.1 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en la infección por N. brasiliensis in 

vivo. 

Al finalizar el tratamiento con los péptidos antimicrobianos se extrajeron el cojinete 

plantar, el bazo y sangre periférica de los ratones, de los cuales se obtuvieron 

suspensiones celulares que se utilizaron para realizar el marcaje con los anticuerpos 

monoclonales de superficie anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-Ly6G y 

anti-F4/80. Después se analizaron por citometría de flujo con el fin de cuantificar las 

poblaciones de monocitos, neutrófilos y Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en los 

tejidos mencionado anteriormente. 

Figura 7. Dot plots representativos de la citometría de flujo en cojinete plantar, bazo y 

sangre periférica venosa. A partir de los datos adquiridos de las suspensiones celulares se 
realizó la cuantificación de las poblaciones de monocitos, neutrófilos y Linfocitos T CD4+ y 
CD8+. 

 

7.4 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en cojinete plantar. 

Al analizar el grupo de ratones sin infección y compararlo con el grupo infectado sin 

tratamiento no se observaron cambios algunos en los porcentajes de Linfocitos T 

CD4+ y CD8+. De la misma manera, al finalizar los tratamientos y analizar las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+, se observó que existe una tendencia a 

aumentar los porcentajes de ambas estirpes celulares con la administración de los 
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diferentes tratamientos, sin embargo, ninguno causó modificaciones 

estadísticamente significativas. 

Figura 8. Porcentaje de Linfocitos T CD4+ y CD8+ en cojinete plantar. La administración 

de los diferentes tratamientos no modificó los porcentajes de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 
presentes en el sitio de la lesión. A y B) Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn 
n=4-5 ns: p>0.05. 

 

En cuanto a las poblaciones de células mieloides analizadas, se observó que no 

existía una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo sin infección y el 

grupo infectado sin tratamiento en el porcentaje de macrófagos. Por otro lado, el 

porcentaje de neutrófilos aumentó considerablemente en el grupo infectado sin 

tratamiento; cabe destacar que en cojinete plantar infectado los neutrófilos son las 

células más abundantes detectadas por citometría de flujo. 

Al buscar modificaciones en los grupos que se administraron los tratamientos, se 

observa una tendencia en el aumento de macrófagos en los grupos tratados con 

“DA6”, “DA6+N” y los tratamientos combinados de Linezolid y los péptidos 

antimicrobianos, sin embargo, no son resultados estadísticamente significativos. 

Por otro lado, en la población de neutrófilos no se encontraron modificaciones 

algunas en los porcentajes de estas células al comparar el grupo infectado sin 

tratamiento con los grupos tratados con los péptidos antimicrobianos y Linezolid. 
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Figura 9. Porcentaje de macrófagos y neutrófilos en cojinete plantar. La administración de 
los diferentes tratamientos no modificó los porcentajes de macrófagos y neutrófilos. A y B) 
Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn n=4-5 ns: p>0.05 **p<0.01. 

 

7.5 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en bazo. 

Se realizó el análisis por citometría de flujo de poblaciones de monocitos, 

macrófagos, neutrófilos y Linfocitos T CD4+ y CD8+ en bazo. Esto con el fin de 

detectar si los tratamientos con los péptidos antimicrobianos tenían algún efecto 

sistémico en estas poblaciones celulares. 

En cuanto a el grupo de ratones sin infección y el grupo infectado y no tratado, no 

se encontraron diferencias algunas en el porcentaje de Linfocitos T CD4+ y CD8+. 

Por otro lado, en los porcentajes de Linfocitos T CD4+ se observó que el tratamiento 

de los dos péptidos “DA6+N”, así como los tratamientos combinados de los péptidos 

y el antibiótico “DA6+L” y “N+L” disminuían en diferente proporción esta población 

celular en comparación con los ratones infectados y no tratados. 

Este mismo comportamiento se observó en los porcentajes de Linfocitos T CD8+, 

donde solamente el tratamiento con el péptido DA6 solo y en combinación con el 

péptido N causan una disminución de esta población celular. Mientras que el 

tratamiento con Linezolid solo y en combinación con los péptidos no ocasiono 

modificación alguna.  
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Figura 10. Porcentaje de Linfocitos T CD4+ y CD8+ en bazo. La administración de ciertos 

tratamientos modificó los porcentajes de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en bazo. A) 

ANOVA de una vía, comparación múltiple de Dunnet. B) Kruskal-Wallis test, comparación 

múltiple de Dunn n=4-5 * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.01. 

 

En la población de células mieloides, en monocitos se observó que los ratones sin 

infección presentaban porcentajes altos de estas células en comparación con los 

ratones infectados y no tratados. 

En cuanto a los grupos infectados y tratados, se encontró que los grupos a los que 

se les administró el péptido “DA6” en conjunto con el péptido N o en combinación 

con Linezolid presentaban porcentajes más bajos de monocitos que el grupo 

infectado y no tratado; sin embargo, estos cambios no eran estadísticamente 

significativos. Por otro lado, los tratamientos restantes no mostraron modificaciones 

aparentes en el porcentaje de estas células. 

En lo que respecta a la población de macrófagos, se puede observar que los ratones 

no infectados presentan un porcentaje elevado de estas células en comparación 

con los ratones infectados y no tratados. Por otro lado, al comparar los grupos a los 

que se les administró los tratamientos, se encontró que solo la administración del 

tratamiento combinado del péptido y el antibiótico “DA6+L” ocasionaban un aumento 

significativo en el porcentaje de estas células en comparación con los ratones sin 

tratamiento. 

En la población de neutrófilos se observó que los ratones infectados presentaban 

un porcentaje mucho mayor de estas células en comparación con los ratones sin 
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infección. Por otro lado, los ratones infectados y tratados presentaron porcentajes 

de esta población celular muy similares a los ratones infectados y no tratados. 

Figura 11. Porcentaje de macrófagos, monocitos y neutrófilos en bazo. La administración 

del tratamiento combinado del péptido antimicrobiano DA6 y el antibiótico Linezolid modificó 
el porcentaje de macrófagos presente en bazo. A y B) Kruskal-Wallis test, comparación 
múltiple de Dunn. C) ANOVA de una vía, comparación múltiple de Dunnet. n=4-5 **p<0.01 
***p<0.01. 

7.6 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en sangre periférica venosa. 

Se analizaron las poblaciones de monocitos, neutrófilos y Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

en sangre periférica venosa con la finalidad de observar si los péptidos 

antimicrobianos tenían la capacidad de modificar estas poblaciones celulares en 

diferentes tejidos. 
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Al analizar la población de Linfocitos T CD4+ y CD8+ se encontró que no había 

diferencia alguna entre los porcentajes de los ratones sin infección y los ratones 

infectados y no tratados. Este mismo patrón de comportamiento se observó al 

comparar el porcentaje de Linfocitos T CD4+ de los ratones infectados y tratados 

contra los ratones infectados y sin tratamiento. Aunque se observó cierta tendencia 

a aumentar esta población celular al administrar el péptido “DA6” solo o en 

combinación con el péptido “N” (“DA6+N”), estos cambios no arrojaron significancia 

estadística. 

En la población de Linfocitos T CD8+, solo la administración del antibiótico Linezolid 

modifico significativamente esta población celular, ya que se observó que disminuía 

la proporción de estas células al comparar con los ratones infectados sin 

tratamiento. El resto de los tratamientos administrados no ocasiono modificación en 

los porcentajes de estos linfocitos en particular. 

Figura 12. Porcentaje de Linfocitos T CD4+ y CD8+ en sangre periférica venosa. La 
administración del antibiótico modificó el porcentaje de Linfocitos T CD8+. A) Kruskal-Wallis 
test, comparación múltiple de Dunn. B) ANOVA de una vía, comparación múltiple de 
Dunnet. n=4-5 *p<0.05. 

En las células mieloides analizadas en este tejido, se encontró que los porcentajes 

de monocitos y neutrófilos de los ratones sin infección y los ratones infectados y no 

tratados eran muy similares entre sí, por lo que no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas. 

En lo que respecta a los grupos de ratones infectados y tratados, se encontró que 

solo los tratamientos que involucraban al péptido “DA6”, es decir, la administración 



49 
 

de “DA6” solo o en combinación, ya sea con el péptido “N” (“DA6+N”) o con el 

antibiótico Linezolid (“DA6+L”) disminuían considerablemente los porcentajes de 

monocitos en comparación con los ratones infectados y sin tratamiento. 

Por otro lado, en la población de neutrófilos se observó un comportamiento opuesto 

al encontrado en los monocitos. Donde la mayoría de los tratamientos 

administrados, es decir, tanto la administración del péptido “DA6” solo, como en 

combinación con el péptido “N” (“DA6+N”) y los tratamientos combinados de los 

péptidos con el antibiótico (“DA6+L” y “N+L”) ocasionaron el aumento en el 

porcentaje de estas células El único tratamiento que no ocasiono la modificación de 

esta estirpe mieloide fue la administración del antibiótico Linezolid.  

Figura 13. Porcentaje de monocitos y neutrófilos en sangre periférica venosa. La 
administración de ciertos tratamientos modificó los porcentajes de monocitos y neutrófilos. 
A y B) Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn. C) ANOVA de una vía, 
comparación múltiple de Dunnet. n=4-5 *p<0.05 **p<0.01. 

 

7.7 Identificación de los efectos inmunomoduladores de los 

péptidos antimicrobianos en citocinas presentes en suero. 

Para identificar si los péptidos antimicrobianos ejercían efectos inmunomoduladores 

de manera sistémica, aparte de analizar poblaciones leucocitarias, se decidió 

analizar los niveles de citocinas presentes en suero una vez finalizados los 

tratamientos. 

Se analizaron un total de 13 citocinas mediante multiplex, las cuales se incluyeron 

las siguientes citocinas pro-inflamatorias IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, 



50 
 

IFN-β, IL-17, IL-23, y IL-27, así como las quimiocinas GM-CSF y MCP-1 y la citocina 

anti-inflamatoria IL-10. 

Entre las citocinas pro-inflamatorias consideradas de respuesta aguda, observamos 

que en el grupo infectado sin tratamiento existía un aumento de IL-1α, IL-1β e IL-6 

en comparación con el grupo sin infección, sin embargo, estos resultados no eran 

estadísticamente significativos.  

En los niveles de IL-1α encontramos que al grupo que se le administró el péptido 

“DA6” tenía una tendencia a aumentar esta citocina. Por otro lado, un 

comportamiento contrario se observó en los grupos que se les administró los 

péptidos “DA6” y “N” en conjunto, así como la administración del tratamiento 

combinado del péptido “N” y el antibiótico Linezolid (“N+L”). 

En cuanto a los niveles de IL-1β, se encontró que solo el tratamiento de los péptidos 

“DA6” y “N” en conjunto ocasionaba una disminución en el nivel de esta citocina. 

Mientras que los grupos restantes no modificaron los niveles séricos de IL-1β. 

Los niveles de IL-6 solo aumentaron ligeramente cuando se administró el péptido 

“DA6”. En la administración de los tratamientos restantes los niveles de esta citocina 

se mantuvieron sin cambio al comparar con el grupo de ratones infectados sin 

tratamiento. 
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Figura 14. Niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias IL-1α, IL-1β e IL-6. La 

administración de los diferentes tratamientos no modificó los niveles en suero de estas 
citocinas de fase aguda. A) Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn. B y C) 
ANOVA de una vía, comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: p>0.05. 

 

En los niveles de TNF-α se encontró que existía un aumento de esta citocina en el 

grupo de ratones infectados y no tratados al comparar con el grupo de ratones sin 

infección. 

Por otra parte, al comparar entre el grupo de ratones sin tratamiento y los grupos a 

los que se les administró los diferentes tratamientos, se observó una tendencia de 

los niveles de esta citocina pro-inflamatoria a disminuir. 

En cuanto a la citocina IL-12p70, se observó un aumento de esta en el grupo de 

ratones infectados sin tratamiento al comparar con el grupo sin infección. Un 

comportamiento contrario lo ocasiono la administración de los péptidos “DA6” y “N” 

en conjunto, donde se encontró una disminución de esta citocina al comparar con 

el grupo sin tratamiento. La administración de los tratamientos restantes no modifico 

los niveles de la citocina IL-12p70. 
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Figura 15. Niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias TNF-α e IL-12p70. La 

administración de los diferentes tratamientos no modificó los niveles en suero de estas 
citocinas. A) Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn. B) ANOVA de una vía, 
comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: p>0.05 *p<0.05. 

 

En los niveles de IFN-β e IL-27 se observó un comportamiento similar a las demás 

citocinas descritas anteriormente, donde los ratones infectados y no tratados 

presentaron niveles más altos que los ratones sin infección. 

Al comparar entre el grupo infectado y sin tratamiento, y los grupos de ratones 

infectados y que se les administró diferentes tratamientos se encontró que al grupo 

que se le administró los péptidos “DA6” y “N” en conjunto tenía una tendencia a 

disminuir el nivel de IFN-β. Por otro lado, la administración del péptido “DA6” en 

combinación con Linezolid disminuía el nivel de esta citocina. Los demás 

tratamientos no ocasionaron modificación alguna. 

Mientras que en los niveles de IL-27 se encontró que la administración de los 

diferentes tratamientos no ocasionó que estos se modificaran al comparar con los 

ratones infectados y no tratados. Posiblemente debido a la dispersión observada en 

este último grupo. 
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Figura 16. Niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias IFN-β e IL-27. La 

administración de los diferentes tratamientos no modificó los niveles en suero de estas 
citocinas. A) Kruskal-Wallis test, comparación múltiple de Dunn. B) ANOVA de una vía, 
comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: p>0.05. 

 

En los niveles de IFN-γ, IL-23 e IL-17A se observó un aumento de estas citocinas 

en el grupo infectado sin tratamiento en comparación con los ratones sin infección. 

Este es el mismo patrón de comportamiento que se encontró en las citocinas 

descritas anteriormente. 

En cuanto a la citocina IFN-γ se observó que todos los tratamientos administrados 

ocasionaron una disminución en el nivel de esta citocina, al comparar con el grupo 

infectado sin tratamiento. Comportamiento similar al encontrado en los niveles de la 

citocina IL-23; en esta citocina en particular, solo la administración del péptido “N” 

en combinación con Linezolid no ocasiono modificación alguna. Los tratamientos 

restantes disminuyeron considerablemente el nivel de IL-23. 

Al analizar el nivel sérico de IL-17A se pudo observar que la administración de los 

diferentes tratamientos no ocasionó modificación alguna en esta citocina en 

particular. 
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Figura 17. Niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias IFN-γ, IL-23 e IL-17A. La 
administración de los diferentes tratamientos modificó los niveles en suero de las citocinas 
IFN- γ e IL-23. A, B y C) ANOVA de una vía, comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: 
p>0.05 *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 

 

Al igual que con otras citocinas analizadas en este trabajo, la infección presente en 

los ratones ocasionó el aumento de las quimiocinas MCP-1 y GM-CSF. 

Por otra parte, la administración de los diferentes tratamientos no ocasiono cambios 

en el nivel sérico de MCP-1 al comparar con el grupo de ratones infectados sin 

tratamiento. Sin embargo, al examinar la quimiocina GM-CSF, se encontró que la 

administración de los péptidos “DA6” y “N” en conjunto tendía a disminuir el nivel 

sérico de esta. Tendencia contraria a la observada con la administración del péptido 

“N” en combinación con Linezolid, donde el nivel de GM-CSF aumentó ligeramente. 

Los tratamientos restantes no modificaron el nivel de esta quimiocina. 
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Figura 18. Niveles séricos de las quimiocinas MCP-1 y GM-CSF. La administración de los 

diferentes tratamientos no modificó los niveles en suero de las quimiocinas. A y B) ANOVA 
de una vía, comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: p>0.05. 

 

Por último, se analizó el nivel de la citocina anti-inflamatoria IL-10, donde se observó 

el mismo patrón repetitivo; donde los ratones infectados y sin tratamiento 

presentaban un nivel aumentado de esta citocina en comparación con los ratones 

sin infección. 

En esta citocina, solo la administración de los péptidos “DA6” y “N” en conjunto 

ocasionaron la disminución en el nivel sérico de IL-10. El resto de los tratamientos 

administrados no modificó el comportamiento de esta citocina al comparar con el 

grupo sin tratamiento. 
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Figura 19. Nivel sérico de la citocina anti-inflamatoria IL-10. La administración del 
tratamiento en conjunto de los péptidos “DA6” y “N” modificó el nivel en suero de esta 
citocina. A) ANOVA de una vía, comparación múltiple de Dunnet. n=3-4 ns: p>0.05 *p<0.05. 
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CAPITULO 8 

Discusión 
Con el aumento de resistencia antibacteriana a los antibióticos convencionales, han 

aumentado la morbilidad y la mortalidad por infecciones bacterianas. Además, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) afirma que las opciones terapéuticas para 

tratar las infecciones son cada vez más limitadas, lo que hace urgente el desarrollo 

de nuevas opciones terapéuticas (54). 

Actualmente, los péptidos antimicrobianos se encuentran entre las moléculas más 

estudiadas, con una intensa investigación clínica y no clínica para evaluarlos como 

posibles antibióticos de próxima generación (28). En las últimas décadas, se han 

purificado de la piel de rana más de 300 péptidos bioactivos con diversas y notables 

propiedades farmacológicas, lo que representa una rica fuente de compuestos 

terapéuticos (27). Muchos de estos péptidos antimicrobianos muestran actividad 

antimicrobiana, como la capacidad de modular las respuestas del sistema 

inmunitario in vitro (55). Sin embargo, cuando se prueban en modelos preclínicos, 

no son eficaces para eliminar o controlar infecciones porque pierden su actividad al 

ser degradados por diversas enzimas presentes en el organismo (49,56). 

Es por esto, que en este trabajo se propuso que los péptidos antimicrobianos DMS-

DA6 y DRS-DA2N son una alternativa terapéutica prometedora y más segura en 

comparación con los antibióticos utilizados comúnmente como tratamiento para el 

actinomicetoma. Para comprobar esta hipótesis se evaluó la actividad 

antibacteriana y los posibles efectos inmunomoduladores de los péptidos DMS-DA6 

y DRS-DA2N en el modelo del actinomicetoma por N. brasiliensis. 

Y para comprender mejor la inmunopatología de esta infección se decidió analizar 

las poblaciones de monocitos, macrófagos, neutrófilos y Linfocitos T CD4+ y CD8+, 

así como los niveles de diversas citocinas pro-inflamatorias en ratones sanos y en 

ratones infectados por N. brasiliensis, enfocándonos en el estudio de la fase crónica 

de esta infección. 
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Histológicamente, se ha demostrado que en el actinomicetoma por N. brasiliensis 

existen granulomas, rodeados de un gran infiltrado inflamatorio con abundantes 

neutrófilos y varios macrófagos rodeando el grano bacteriano (12). En este trabajo, 

confirmamos una vez más que, aunque la infección es de naturaleza crónica, 

coexiste con una infección aguda activa, ya que, mediante análisis por citometría de 

flujo, pudimos confirmar que la mayoría de las células presentes en la almohadilla 

infectada eran neutrófilos, lo que supone un gran aumento en comparación con los 

ratones no infectados. Aunque podría pensarse que la presencia abundante de 

neutrófilos es beneficiosa para limitar la infección causada por bacterias debido a 

su potente actividad antimicrobiana, se ha informado de que en infecciones crónicas 

como las causadas por Mycobacterium tuberculosis, una elevada proporción de 

estas células presentes en el lugar de la infección es perjudicial (57). Varios estudios 

han informado de que los neutrófilos pueden actuar como reservorio de M. 

tuberculosis, así como de otros microorganismos patógenos (58,59), y ayudar a 

evadir diversos mecanismos del sistema inmunitario que intentan eliminar las 

bacterias; también se ha observado que la neutrofilia se asocia a un estado 

inflamatorio descontrolado y a una deficiente capacidad bactericida de los 

neutrófilos, lo que se ha relacionado con un mal pronóstico de la infección (60,61). 

Por lo tanto, dado que N. brasiliensis es una bacteria intracelular causante de 

infección crónica, es probable que se esté explotando el mismo mecanismo, ya que, 

aunque observamos abundantes neutrófilos en el lugar de la lesión, no se produce 

una reducción o resolución de la infección. 

Así mismo, observamos que el porcentaje de macrófagos aumentaba 

significativamente en los ratones infectados, lo que demuestra que estas células 

estaban siendo indudablemente reclutadas al lugar de la infección. Esto concuerda 

con lo observado en otros estudios de infección crónica, en los que se ha observado 

un reclutamiento activo de monocitos derivados de la médula ósea o de la sangre 

al lugar de la infección (62,63). Sin embargo, no se sabe con certeza si la función 

de estos macrófagos es protectora o perjudicial, ya que se ha demostrado que, en 

infecciones crónicas, como las causadas por Mycobacterium tuberculosis, estas 
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células actúan como reservorio de la bacteria, proporcionando un nicho para su 

crecimiento y ayudando a propagar la infección a otras células (64,65). 

En cuanto a la población de linfocitos, se puede observar que la presencia de estos 

es muy baja en comparación con los neutrófilos; estos resultados concuerdan con 

informes previos en este modelo donde se ha observado que la proporción de 

linfocitos T en el lugar de la infección es inferior al 1% (18). Además, se puede 

observar que la cinética de los linfocitos CD4+ es diferente a la de los linfocitos 

CD8+, ya que mientras que estos últimos permanecen sin cambios aparentes entre 

los ratones sanos y los infectados sin tratamiento, se puede observar que hay una 

disminución en el porcentaje de linfocitos T CD4+ cuando los ratones están 

infectados. Esta disminución podría deberse a que los linfocitos que ya se 

encuentran en el lugar de la infección presentan algunos defectos funcionales, ya 

que se ha descrito que la estimulación antigénica crónica puede reducir el número 

de linfocitos en infecciones crónicas (66,67). Sin embargo, es necesario seguir 

investigando la razón por la que sólo se ve afectada la población de células CD4+. 

Por otro lado, aunque se sabe que N. brasiliensis causa una infección localizada, 

este trabajo demuestra que la infección tiene repercusiones sistémicas, ya que, al 

analizar las poblaciones leucocitarias en bazo y sangre, se observa que hay 

modificaciones en las poblaciones de monocitos, macrófagos, neutrófilos y linfocitos 

al comparar ratones sanos e infectados. Entre los cambios observados se encuentra 

una disminución de los porcentajes de monocitos y macrófagos en el bazo de los 

ratones con actinomicetoma; Esto podría estar relacionado con el aumento 

observado de macrófagos en la almohadilla infectada, ya que se ha demostrado que 

el bazo es un reservorio de monocitos extramedulares y que, en determinadas 

afecciones crónicas y agudas, los monocitos del bazo son atraídos a sitios de 

inflamación y, dependiendo del medio en el que se encuentren, pueden participar 

en la reparación de heridas o exacerbar la patología de la enfermedad en cuestión 

(68–70).  

Además, la presencia de macrófagos en el lugar de la lesión ya se ha demostrado 

ampliamente en el modelo experimental de actinomicetoma (11,71); y se ha 
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propuesto que estas células pueden ser un factor clave en la patogénesis de la 

infección (72,73). Además, nuestros resultados concuerdan con otro estudio que 

demuestra que la infección crónica con la bacteria intracelular Brucella produce 

cambios en el bazo, donde se observa una disminución de la población de 

macrófagos (74). Además, si analizamos la población de monocitos en sangre, 

podemos observar que no se observan cambios significativos entre los ratones 

sanos y los infectados. Aunque se ha descrito una tendencia general al aumento del 

número de estas células en infecciones crónicas (75,76), en este caso concreto es 

necesario utilizar marcadores más específicos para diferenciar entre fenotipos de 

monocitos y observar cambios perceptibles. Dado que en otros estudios se ha 

observado que, al analizar la población de monocitos en general, no existen 

diferencias entre los controles sanos y los sujetos que presentan la infección, sino 

que, hasta que se identifican los distintos fenotipos de estas células, se observan 

cambios muy notables (77,78). 

Por otra parte, se observó un aumento del porcentaje de neutrófilos en el bazo y en 

la sangre. El aumento en bazo ya se ha descrito en condiciones de estrés, infección 

o cáncer, el bazo sirve como sitio de hematopoyesis extracelular, donde se estimula 

la producción de precursores mieloides que dan lugar a monocitos y neutrófilos que 

son capaces de migrar al sitio de infección o, en algunos casos, al tumor (79). Del 

mismo modo, se ha descrito ampliamente un aumento de los neutrófilos en sangre 

en la infección por M. tuberculosis (80,81). Sin embargo, el papel de los neutrófilos 

en la inflamación crónica sigue siendo controvertido, ya que algunos autores 

sugieren que el aumento de estas células se debe probablemente a una gran 

demanda de las mismas para eliminar la patología existente, mientras que otros 

sugieren que estas células pueden contribuir a promoverla (82,83). 

En cuanto a la población de linfocitos en bazo, no observamos diferencias en las 

proporciones de células CD4+ y CD8+ entre los ratones sanos y los infectados. Este 

comportamiento puede deberse a que N. brasiliensis no tiene la capacidad de 

transporte al bazo y, por tanto, no promueve la proliferación de linfocitos T, ya que 

se ha demostrado que la activación y proliferación de estas células en este órgano 
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se debe a patógenos capaces de causar infección sistémica que llegan al bazo a 

través de la sangre (84,85); sin embargo, son necesarios más estudios para verificar 

esta teoría. En la sangre, seguimos sin observar cambios en los linfocitos T CD8+; 

sin embargo, hay una disminución de los linfocitos T CD4+ en los ratones infectados. 

Este comportamiento es similar al descrito en otras infecciones crónicas (86,87), lo 

que sugiere que la infección provoca cambios en la homeostasis linfocitaria. 

Por otro lado, en lo que se refiere a los niveles séricos de citocinas analizados en 

este trabajo. Se puede observar que la mayoría de las citocinas elevan sus niveles 

cuando está presente la infección sin tratamiento. Sin embargo, muchos de estos 

resultados no tienen significancia estadística, probablemente debido al número tan 

pequeña de muestra que se analizó. 

No obstante, las citocinas TNF-α, IFNγ-, IL-23 e IL-10 presentan un nivel aumentado 

significativo. Por lo que se puede deducir que sin duda está presente un proceso 

inflamatorio. Estos datos están en concordancia con estudios previos donde se 

demuestra un incremento de células productoras de TNF-α, IL-6 e IL-10 en el sitio 

de la lesión; citocinas que se han asociado a la presencia de una mayor carga 

bacteriana y a facilitar la formación de granulomas en la infección por M. 

tuberculosis (88). Así mismo, altos niveles de las citocinas pro-inflamatorias IL-23 e 

IFN-γ podrían estar relacionados, ya que se ha observado que la IL-23 es capaz de 

inducir la producción de IFN-γ (89). Por lo tanto, el aumento tanto de IL-23 como de 

IFN-γ podría explicarse de este modo. 

Una vez que se conoció el comportamiento de poblaciones de leucocitos, así como 

de los niveles de las citocinas mencionadas anteriormente en los ratones que 

presentaban la infección, se procedió a analizar estos mismos parámetros en 

ratones infectados a los que se les administraron los diferentes tratamientos. Esto 

con el fin de detectar si los péptidos antimicrobianos por si solos o en terapia 

combinada con el antibiótico Linezolid tenían la capacidad de modular la respuesta 

inmune para controlar o erradicar la infección presente. 

Las dos dermaseptinas que se han utilizado en este trabajo: DMS-DA6 y DRS-

DA2N, fueron extraídas de la rana arborícola mexicana Pachymedusa dacnicolor. Y 
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actualmente han demostrado tener una excelente actividad antimicrobiana frente a 

bacterias gram-positivas, especialmente DMS-DA6 (50); además, DRS-DA2N 

puede inducir selectivamente la muerte de células inmunitarias y regular así la 

reserva de leucocitos en el lugar de aplicación del péptido, lo que se traduce en una 

reducción de la inflamación (51). 

Uno de los principales hallazgos de este trabajo es que los péptidos DMS-DA6 y 

DRS-DA2N, administrados in vivo, muestran un gran potencial como alternativa 

terapéutica en la infección crónica por N. brasiliensis. Aunque las concentraciones 

mínimas inhibitoria y bactericida (CMI y CBM) de estos péptidos antimicrobianos se 

consideran elevadas, como se demostró en el estudio in vitro (500 µM para DMS-

DA6 y 1 mM para DRS-DA2N), se demuestra que la actividad antibacteriana de 

estos péptidos se mantiene cuando se administran in vivo, ya que se produce una 

reducción de unidades formadoras de colonias (CFU) en el cojinete plantar infectado 

de los ratones a los que se administró el tratamiento. Además, se demuestra que la 

administración de estos péptidos es segura, ya que los ratones no muestran signos 

de toxicidad aparente, como demuestran las escasas variaciones en el peso de los 

ratones y la supervivencia del 100% de los ratones utilizados. Además, la 

administración de DMS-DA6 solo o en combinación con DRS-DA2N ayuda a reducir 

el volumen del cojinete plantar infectado, lo que indica que de alguna manera se 

está controlando la infección, ya que en los ratones no tratados el comportamiento 

normal es un aumento del volumen de la zona afectada hasta provocar la pérdida 

de la función. 

Este comportamiento concuerda con otros autores, que han demostrado que 

péptidos antimicrobianos que carecen por completo de actividad antibacteriana in 

vitro, al momento de probar estos mismos péptidos in vivo, sí existe una disminución 

en la carga bacteriana, probablemente a sus efectos inmunomoduladores (90,91). 

Es interesante destacar que, aunque el tratamiento con el péptido DMS-DA6 junto 

con el péptido DRS-DA2N no reduce el volumen del cojinete plantar infectado, 

tampoco lo aumenta como en los ratones infectados y no tratados; además se 

observa que la combinación de estos dos péptidos reduce significativamente la 
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carga bacteriana en la extremidad infectada. Este comportamiento puede deberse 

a que la concentración de los péptidos utilizada es insuficiente para controlar 

eficazmente la infección (5 mg/kg), ya que cuando se administra solamente el 

péptido DMS-DA6 a una concentración de 12.5 mg/kg, la reducción del volumen del 

cojinete plantar infectado es notable. 

Por otra parte, en este trabajo se administraron combinaciones de péptido con el 

antibiótico Linezolid. Ya que una de las estrategias comúnmente utilizadas para 

mejorar la actividad antimicrobiana de los fármacos es la terapia combinada, ya que 

permite el uso de dosis más bajas, aumentando los efectos beneficiosos y, en el 

mejor de los casos, provocando un efecto sinérgico contra el patógeno a eliminar 

(92). Por este motivo, en este trabajo decidimos analizar los efectos de la 

combinación de Linezolid, un antibiótico común utilizado para tratar el 

actinomicetoma, con el péptido DMS-DA6, además de comparar los efectos de la 

monoterapia con el antibiótico y el péptido. 

Los resultados con la monoterapia con Linezolid demuestra que es capaz de reducir 

la carga bacteriana y la inflamación en el cojinete plantar infectado. Sin embargo, 

los resultados obtenidos con la monoterapia con péptidos y la terapia combinada 

son más alentadores. Ya que puede observarse que, al combinar estos dos 

compuestos, hay una reducción más pronunciada de la inflamación y de las 

unidades formadoras de colonias (CFU) observada en la terapia combinada en 

comparación con la monoterapia con Linezolid. Cabe destacar que las dosis de 

DMS-DA6 empleadas en monoterapia son inferiores a las utilizadas en monoterapia 

con Linezolid. Además, mientras que el péptido se administra sólo dos veces por 

semana, el antibiótico se administra cada 12 horas, con lo que se obtienen 

resultados comparables en cuanto a reducción de la inflamación y disminución de 

la carga bacteriana. 

Por otro lado, se ha demostrado que muchos de los péptidos aislados de diferentes 

especies de ranas tienen la capacidad de regular los procesos inflamatorios, ya sea 

induciendo o inhibiendo la secreción de citocinas o promoviendo el reclutamiento de 
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células del sistema inmunitario (93–95). Por esta razón se evaluó si los péptidos 

DMS-DA6 y DRS-DA2N poseen efectos inmunomoduladores in vivo. 

En el lugar de la lesión, se observa que tanto la monoterapia con el péptido “DA6”, 

así como la administración combinada de los péptidos “DA6” y “N” y en conjunto con 

Linezolid tienden a aumentar la población de células CD4+ y CD8+. Este aumento, 

puede ser un indicio de que estas células podrían estar ayudando a eliminar la 

bacteria presente, ya que se sabe que en infecciones bacterianas intracelulares las 

células CD4+ Th1 y CD8+ son necesarias para erradicar este tipo de infecciones. 

En las células mieloides analizadas en el sitio de la lesión se observó una tendencia 

a aumentar el porcentaje de macrófagos inducida por la administración del péptido 

“DA6” solo y en combinación con el péptido “N”; por lo que se podría inferir que los 

péptidos son los responsables de estos cambios. Ya que en los tratamientos 

restantes no se observa esta tendencia. Estos resultados concordarían con otros 

trabajos, donde se ha demostrado que ciertas dermaseptinas tienen la capacidad 

de influir en la quimiotaxis de otras células (96). Otra estirpe mieloide analizado 

fueron los neutrófilos, sin embargo, en esta población celular la administración de 

los diferentes tratamientos no modifico el porcentaje de estos. 

Además de modificar los leucocitos localmente en el lugar de la infección, este 

trabajo también demuestra que los péptidos DMS-DA6 y DRS-DA2N puede hacerlo 

sistémicamente en el bazo y la sangre de los ratones tratados. 

En el bazo la disminución de Linfocitos T CD4+ y CD8+ se puede atribuir a la 

administración de los péptidos en cuestión. Ya que el tratamiento con Linezolid no 

ocasiona cambio alguno en estas poblaciones celulares. Este comportamiento nos 

indica que los péptidos DMS-DA6 y DRS-DA2N pueden tener diferentes efectos 

dependiendo de la célula en estudio. Ya que se observa que puede aumentar cierto 

tipo celular mientras disminuye otro. Por lo que podría ser un indicio de que pueden 

existir interacciones de los péptidos con componentes del sistema inmunitario para 

inducir una afluencia de determinadas células inmunitarias mientras disminuye la 

proporción de otras, este mismo comportamiento se ha observado con otros 
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péptidos (36,97); no obstante, se necesitan más estudios para comprobar esta 

teoría. 

En el bazo, el incremento en el porcentaje de macrófagos debido a la administración 

del péptido “DA6” en combinación con Linezolid, puede ser un efecto ocasionado 

por la administración de estas dos moléculas. Ya que la monoterapia con el péptido 

o el antibiótico no modifica el porcentaje de estas células. Estos resultados 

concuerdan con otros trabajos donde se ha demostrado que la administración por 

si sola de antibióticos o péptidos no ocasiona modificaciones en los parámetros 

evaluados, pero al combinar estas dos moléculas se observa un efecto diferente 

(98). 

En cuanto a los cambios en los leucocitos sanguíneos, observamos que solo la 

monoterapia con Linezolid provocó una disminución de las células CD8+ en este 

tejido. Este efecto observado podría estar relacionado con la disminución de la 

carga bacteriana; puesto que se ha demostrado que en las infecciones causadas 

por bacterias intracelulares, las células CD8+ son indispensables para controlar las 

infecciones de este tipo (99), por lo tanto, al haber menos bacterias, es muy 

probable que también haya una menor demanda de este tipo de células. 

En lo que respecta a las células mieloides que se analizaron, la disminución en el 

porcentaje de monocitos debido a la administración del péptido “DA6” solo o en 

combinación con el péptido “N” o con Linezolid, es un comportamiento atribuible al 

péptido “DA6”. Ya que solo los tratamientos que involucraban a este resultaron en 

modificaciones en el porcentaje de monocitos. Nuestros hallazgos coinciden con el 

resultado de múltiples investigaciones in vivo que demuestran que la administración 

de diferentes AMPs ejerce un efecto directo sobre los monocitos y las quimiocinas 

responsables de su reclutamiento (36,100). Además, en infecciones crónicas, como 

las causadas por M. tuberculosis, la elevada producción de monocitos se asocia con 

gravedad (75,76); por lo tanto, en la infección por N. brasiliensis, la disminución de 

monocitos podría asociarse con una disminución del proceso inflamatorio y, por lo 

tanto, con un buen pronóstico. 



66 
 

Por otro lado, el aumento del porcentaje de neutrófilos cuando se administran los 

péptidos ya sea solos o en combinación con Linezolid, podría ser un efecto causado 

por el péptido en cuestión, ya que la monoterapia con el antibiótico no ocasiona 

modificación alguna en esta población celular. Lo que sugiere que el DMS-DA6 

podría promover la producción de neutrófilos y contribuir así a eliminar la patología 

presente. 

Por otra parte, la disminución del nivel sérico de la citocina anti-inflamatorias IL-10 

pueden atribuirse a los péptidos DMS-DA6 y DRS-DA2N, ya que al administrar 

Linezolid en monoterapia, esta citocina no se modifica. Caso contrario con las 

citocinas pro-inflamatorias IFN-γ e IL-23, donde todos los tratamientos, incluyendo 

la monoterapia con Linezolid modifica los niveles séricos de estas citocinas. Estos 

cambios que podrían estar relacionados con la disminución de la carga bacteriana. 

Es de resaltar, que los cambios en los niveles de estas citocinas cuando se aplica 

la terapia combinada del péptido y el antibiótico podrían indicar que existe una 

interacción entre estos compuestos que ayudan a regular el proceso inflamatorio 

presente. 

Aunque es probable que muchos de nuestros resultados puedan atribuirse a los 

efectos inmunomoduladores de los péptidos DMS-DA6 y DRS-DA2N, no puede 

excluirse la posibilidad de que este efecto sea una combinación del efecto 

antibacteriano y los efectos inmunomoduladores. 

Nuestros hallazgos sugieren que los péptidos DMS-DA6 y DRS-DA2N son un 

tratamiento más eficaz que el Linezolid, ya que consigue resultados comparables 

utilizando una dosis menor. Además, se demostró que los tratamientos con los 

péptidos inducen cambios en las poblaciones de leucocitos y en los niveles séricos 

de citocinas, lo que sugiere la posibilidad de que estos péptidos tienen efectos 

inmunomoduladores. En conjunto, estos hallazgos sugieren que los péptidos 

antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-DA2N tiene el potencial de funcionar como una 

opción terapéutica eficaz para el manejo de la infección por actinomicetoma 

causada por N. brasiliensis. 
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CAPÍTULO 9 

Conclusión 
Los péptidos antimicrobianos DMS-DA6 y DRS-DA2N tienen actividad 

inmunomoduladora y microbicida en el actinomicetoma experimental por N. 

brasiliensis. 
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CAPÍTULO 10 

Perspectivas 
 Identificar las células con las que interactúan los péptidos antibacterianos 

DA6 y N. 

 Analizar el fenotipo y el estado de activación de los leucocitos en tejido 

infectado y sistémicamente. 

 Identificar los receptores celulares a los que se unen los péptidos 

antibacterianos.  

 Identificar las vías de señalización involucradas en la inmunomodulación de 

los péptidos antimicrobianos. 
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