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Resumen

La quimica de los péptidos ha experimentado progreso espectacular debido su inmensa capacidad como agentes terapéuticos.
Como consecuencia, la alta demanda de estos ha impulsado el desarrollo de tecnologias de produccion para satisfacer el
creciente mercado multimillonario. Entre la gran diversidad de péptidos bioactivos destacan los péptidos antimicrobianos
(PAMSs), ya que han ganado interés como una alternativa prometedora para reemplazar a los antibidticos convencionales
que cada vez mds son menos efectivos contra microorganismos patogenos multidrogoresistentes. Existen tres enfoques
principales para producir los PAMs; 1- produccion nativa o de fuentes naturales, 2- tecnologias de ADN recombinante, y
3- la sintesis quimica. En esta revision, se describe brevemente qué implica cada uno de estos enfoques y examinamos sus
ventajas y desventajas. Adicionalmente, se expone los retos a vencer de cada uno de estos enfoques y oportunidades de
desarrollo.

Palabras claves: Péptidos antimicrobianos, produccion nativa, expresion heteréloga, sintesis quimica

Abstract

Peptide chemistry has seen significant advancement over the many decades due to their enormous potential in therapeutic
agents. As a consequence, the high demand for peptides has driven the development of production technologies to satisfy
the growing multi-billion dollar market. In particular, antimicrobial peptides (APMs) have gained interest as they are a
promising alternative to replace conventional antibiotics that are increasingly less effective against multidrug-resistant
pathogenic microorganisms. There are 3 main approaches to producing PAMs; 1- native production or natural sources, 2-
recombinant DNA technologies, and 3- chemical synthesis. In this review, we briefly describe what each of these approaches
entails and examine their pros and cons. Additionally, the challenges to be overcome from each of these approaches and
development opportunities are pondered upon.

Keywords: Antimicrobial peptides, native production, heterologous expression, chemical synthesis.

Introduccion hepatitis C, el mieloma, las infecciones de la piel y ojos,

y la diabetes, entre otras [2]. También, se considera que

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son pequefias
proteinas bioactivas (<50 aminoacidos) que todas las
formas de vida producen naturalmente. Estos, forman
parte de su sistema inmune como defensa de primera
linea contra los ataques de microorganismos patégenos,
0 como una estrategia de supervivencia en bacterias para
limitar o detener el crecimiento de otras bacterias y
hongos competidores [1].

Los PAMs son considerados como una alternativa
potencial para la medicina innovadora. De hecho, los
farmacos basados en péptidos estin actualmente
disponibles en el mercado para el tratamiento de la

los PAMs tienen un gran potencial para reemplazar los
antibidticos convencionales en la creciente crisis de
salud mundial de patogenos resistentes a mualtiples
farmacos [3]. En la actualidad, se les conocen como
antibioticos proteicos naturales [4].

Desde el siglo pasado, los péptidos han ganado una
amplia aceptacion en su uso diverso como neuropéptidos,
hormonas, conservadores, inmunomoduladores,
antienvejecimiento y péptidos antimicrobianos. Al dia de
hoy, existen casi 100 productos en el mercado, y un gran
nimero en etapas de desarrollo para diferentes
tratamientos. En este contexto, la sintesis de péptidos ha
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crecido enormemente por el mercado amplio como
productos farmacéuticos en todo el mundo [5]. El
mercado global de péptidos terapéuticos fue valuado en
mas 43 mil millones de dolares en 2022 y se espera que
alcance valores superiores a los 76 mil millones de
dolares para 2032 con una tasa de crecimiento anual
notable de 5.94% [6]. Por otro lado, el mercado mundial
de antibioticos peptidicos se valoro en 4 millones 370 mil
de dolares en 2021 y se espera que se expanda con una
tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 4.6 %
entre 2022 y 2030 [7]. El altimo estudio de investigacion
sobre el mercado global de péptidos antimicrobianos
encontrdé que el mercado global de PAMs alcanzo un
valor superior a los 261 millones de délares en 2022. Se
espera que el mercado alcance alrededor de 755 millones
de dolares para 2028, exhibiendo una tasa de crecimiento
anual de 19.38 % durante el periodo de pronostico [8].

Algunos PAMs que actualmente se encuentran dentro de
mercado farmacéutico y que son sintetizados por grandes
empresas son: Nisina (para infecciones bacterianas),
gramicidina  (para la  conjuntivitis),  melitina
(aplicaciones antinflamatorias), daptomicina
(infecciones de piel), y histatina (infecciones de hongos),
entre otros. Las empresas que mas destacan en este
negocio son: Shenzhen Sunsmile Biotechnology Co.Ltd,
Linzhou Sinagri Yingtai Biological Peptide Co. Ltd.,
EnBiotix Inc., InvivoGen, GenScript Biotech
Corporation, Abeona Therapeutics Inc., Merck and Co.
Inc., Sigma-Aldrich Corporation y Roche Holding AG,
entre otros.

En esta revision, se abordaran las estrategias existentes
para la  produccion de PAMs, que son
aislamiento/produccion/obtencion de fuentes nativas,
ingenieria  genética/expresion  heterdloga y  sintesis
quimica. Se dara una breve descripcion de los aspectos
fundamentales de cada una de las estrategias, asi como
sus ventajas y desventajas. Adicionalmente, se discutira
los alcances y perspectivas al futuro de cada uno de los
enfoques de produccion de los PAMs.

Produccion nativa

Los PAMs estan conservados evolutivamente en los
genomas y son producidos por todas las formas de vida.
Sin embargo, su sintesis natural, dependiendo de
organismo y el peptido, se clasifican en dos tipos;
péptidos ribosomales y péptidos no-ribosomales [9]
(Figura la). Generalmente, los PAMs ribosomicos se
derivan de péptidos precursores (mas largos) a través de
uno 0 mas pasos de activacion proteolitica. Existe una
gran diversidad de secuencias, y su similitud, a menudo
se encuentra solo dentro de grupos definidos de péptidos
de defensa del huésped de especies estrechamente
relacionadas. Su secuencia de aminoacidos determina
qué estructura secundaria puede tener y por lo tanto su
mecanismo de accion [10]. Los no-ribosomales se
sintetizan por enzimas grandes multifuncionales
conocidos como sintetasas peptidicas no ribosomicas.
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Estas enzimas tienen estructuras modulares donde
diferentes modulos  pueden agregar y modificar
aminoacidos especificos generando modificaciones
como anillos, glicosilaciones y acilaciones, etc. La
produccion de estos péptidos parte de una base peptidica,
pero requieren de una maquinaria enzimatica compleja
que lo modifica y decora quimicamente. Algunos
ejemplos destacados de péptidos sintetizados de forma
no ribosomal incluyen los péptidos cationicos polimixina
B y gramicidina S que se utilizan en el tratamiento topico
de infecciones, asi como el glucopéptido no cationico
vancomicina y el lipopéptido daptomicina, que se han
convertido en importantes antibioticos de reserva contra
bacterias grampositivas multirresistentes [10]. Es
Importante destacar que los péptidos producidos por via
de los ribosomas generalmente se les refieren como
PAMSs, y se producen por procariotas, animales y plantas.
Por el otro lado, los péptidos no ribosémicos se les
consideran antibidticos peptidicos y solo se producen por
bacterias y hongos [11].

La produccion natural de PAMs dentro de un huésped es
constitutiva (siempre activa) o inducida por infecciones
y lesiones, y en algunos casos, ambos pueden ocurrir
simultaneamente [12]. En el caso de los animales, la
obtencion de péptidos (Figura 1b) se lleva a cabo
mediante estimulacion fisica/mecénica (como es el caso
de obtener materia prima del veneno de serpientes),
estimulacion eléctrica (como es el caso del veneno de
alacranes y ciempiés) y estimulacion quimica (como es
el caso de secreciones de piel de rana). En la produccion
nativa de antibioticos peptidicos por bacterias y hongos
se realiza a partir de cultivo celular (sistemas de
fermentacion microbiologica). Incluso se puede realizar
tamizado y seleccion de mejores cepas para obtener
nuevas cepas super productoras, mediante mutagénesis,
que generen derivados peptidicos altamente activos y
estables [13]. En el caso de plantas, se obtienen mediante
extractos acuosos y organicos. Adicionalmente, algunos
PAMs se pueden obtener de la protedlisis de proteinas
mas grandes que cumplen inicialmente otras funciones
celulares (digestion enzimatica de proteinas no toxicas)
[14].

La obtencion de veneno o extractos crudos son por si
mismos lineas de investigacion, cada una con sus
ventajas, desventajas y retos a vencer. Por gjemplo, en el
caso de la extraccion de veneno de alacranes y ciempiés,
la colecta de especimenes es tedioso y dificil. Ademas,
las cantidades de veneno total que se obtienen son
sumamente pequefias (entre 10 - 50 microlitros por
ordefia). Ademas, las poblaciones y nimero de colecta
varian con las estaciones anuales. Los investigadores
deben obtener permisos oficiales para el trabajo de
campo, segun la localidad de recoleccion y el estado de
conservacion de la especie objetivo. Sin embargo, las
reglas establecidas por el acuerdo internacional sobre
“Acceso y participacion en los beneficios (ABS)” del
Convenio sobre la Diversidad Biologica son bastante
exigentes. Este acuerdo tiene como objetivo estandarizar
un marco legal para el acceso, transferencia, utilizacion
y beneficio de los organismos (recursos genéticos) de
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manera justa y equitativa para el pais proveedor en el que
se recolectan las muestras [15]. Por lo tanto, muchos
laboratorios/especialistas  han optado por montar
criaderos para la obtencion del veneno. Sin embargo,
muchas veces, los organismos fuente no prosperan o
desarrollan igual en cautiverio [16]. En el caso de la
obtencion de las secreciones de pieles de animales, como
ranas, se espera que los investigadores hagan uso ético
de las técnicas de obtencion/extraccion para evitar el
sufrimiento de los animales. Para realizar los extractos
crudos de plantas, los investigadores deben apegarse a
las leyes de conservacion de la flora y fauna, para dar un
uso adecuado de las especies vegetales que se encuentran
en amenaza 0 en peligro de extincion (la NOM 059
SEMARNAT-2010, para México). Para el caso de los
extractos crudos de la produccion por bacterias y hongos
existe el reto del desarrollo biotecnolégico que implica
el disefio de medios de cultivo y biorreactores, y
tratamientos postproduccion/procesos de concentracion
y de purificacion (Downstream processing). Un
problema importante con la produccion de estas
moléculas por microorganismos es que mucho de estos
no se consideran GRAS (generalmente considerados
como seguros) por sus siglas en inglés [17]. El proceso
de produccion de PAMs con organismos no GRAS es
muy complicado ya que la FDA (Cofepris en México)
aplica muchas normas de control y calidad estrictas.

Una vez que se haya colectado el extracto crudo (veneno,
secreciones de piel, fermentacion microbiologica o
extractos vegetales etc.) se cuantifica las proteinas totales
y se buscan péptidos con actividad antimicrobiana
mediante diferentes ensayos microbiologicos como es la
concentracion minima inhibitoria (MIC), concentracion
minima bactericida (MIB), actividad hemolitica (HC) ¥
citotoxicidad (CitoTX). Posteriormente, se procede a la
purificacion de los PAMs candidatos. Varias estrategias
para la purificacion de bacteriocinas a partir de caldos de
cultivo complejos han explotado sus caracteristicas
cationicas e hidrofobicas y generalmente incluyen varias
combinaciones de intercambio idnico, interaccion
hidrofdbica y cromatografia de fase inversa en su fase
final [13]. Cabe mencionar, los extractos obtenidos de
venenos y caldos de cultivo celulares pueden contener de
cientos a millones de componentes/metabolitos con
actividad biologica. En ambos casos, las moléculas de
interés (PAMSs) se encuentran en extremadamente bajas
concentraciones, limitando su  rendimiento  de
produccion [18]. Después del proceso de purificacion
(Figura lc), se vuelve a probar la actividad de los PAMs
mediante ensayos microbiologicos para verificar que la
molécula de interés no haya perdido su actividad o no
haya sido eliminada en proceso previo de purificacion.
La concentracion de PAMs obtenida generalmente es del
orden de los microgramos para extraccion de venenos, y
de miligramos hasta kilogramos a través de biorreactores.
Una wvez comprobada su actividad, se mandan a
secuenciar los péptidos obtenidos para determinar su
composicion y orden de aminoacidos que los conforman.
Con estas secuencias, se pueden predecir las propiedades
bioquimicas de las moléculas de interés, asi como sus
estructuras. Las secuencias nuevas se prueban contra una

amplia gama de microorganismos patogenos, y se suben
a bases de datos de péptidos antimicrobianos.
Actualmente, existen mas de 3 mil secuencias de PAMs
reportados en las bases de datos de péptidos [19]. Sin
embargo, se estima que podrian ascender hasta casi
30,000[20].
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Figura 1. Resumen de estrategias produccion de PAMs:
a) sintesis natural (produccion nativa), b) obtencion y c)
procesamiento. Esta ilustracion fue generada con
imagenes provenientes de Biorender.

En el laboratorio de fisica de membranas biologicas del
Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM, se realizan
estudios de elucidacion de mecanismos de accion de
péptidos antimicrobianos. Sin embargo, este no cuenta
con la infraestructura para aislar nuevos PAMs naturales,
por lo tanto, nos apoyamos en las bases de datos para
estudiar péptidos novedosos. Por otro lado, disefiamos
PAMs sintéticos usando como molde moléculas
naturales ya existentes. Existen grupos de investigacion
que se centran en el aislamiento de PAMs con potencial
terapéutico, explorando ambientes hostiles como los
océanos y empleando técnicas de bioprospeccion de
organismos marinos [21]. Cabe senalar que estas nuevas
secuencias, podria ser explotadas mediante la ingenieria
genética con la finalidad de ser producidos por expresion
heterdloga o sintesis quimica.

Ingenieria genética

La expresion heterologa es la produccion de moléculas
biologicas, como proteinas, en células que no contenian
la informacion genética para su expresion, esto mediante
la ingenieria genética (manipulacion de genes). Es decir,
se habilita una célula (mediante una transformacion
genética) para sintetizar una molécula la cual no tenia el
gen inicialmente. Mediante tecnologias de ingenieria
genética se puede extraer la informacion genética que
codifica proteinas como péptidos antimicrobianos de un
organismo productor nativo (Figura 2 a). Este gen puede
ser transferido (clonado) a otras células para obtener un
producto recombinante de interés (Figura 2 b y ¢). Un
ejemplo clasico es la produccion del péptido insulina,
donde el gen humano que codifica para la insulina
humana es producido por una especie bacteriana llamada
Escherichia coli, y asi sobre expresada la insulina para
su purificacion y venta.
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Existen numerosos sistemas de expresion heterdloga
(modelos/células y sus respectivos componentes) para
expresar proteinas recombinantes (tecnologia de
clonacion). El uso de sistemas recombinantes tiene
muchas ventajas, un ejemplo de ello es la alta tasa de
produccion en tiempos muy cortos (de dias a horas).
Adicionalmente, la expresion heteréloga garantiza la
homogeneidad, evita la contaminacion cruzada con otros
componentes del veneno y evita el uso de veneno crudo.
No obstante, una vez que el sistema se haya montado, la
produccion es bastante barata. Cabe mencionar que la
produccion heterologa de toxinas recombinantes no se
limita a las versiones naturales de las toxinas. El proceso
de expresion heterdloga de toxinas puede aprovechar la
gran cantidad de herramientas de biologia molecular
disponibles para disefiar y producir nuevas toxinas con
propiedades Unicas y deseables, que no estan presentes
en la naturaleza [16]. Sin embargo, hasta la fecha las
desventajas pesan mas que las ventajas. En muchos casos,
la produccion es tan alta, que las proteinas se concentran
hasta volverse insolubles (técnicamente conocidos como
cuerpos de inclusion) formando cristales proteicos
inservibles que complican la recuperacion de la proteina
de interés. De forma alterna, se pueden emplear etiquetas
de fusion como tiorredoxina o proteina de union a
maltosa, con la finalidad de aumentar la solubilidad de la
proteina para prevenir la formacion de estos cuerpos de
inclusion. Sin embargo, estas etiquetas de fusion
generalmente deben eliminarse para restaurar las
actividades antimicrobianas completas, lo que suma un
costo [17]. Adicionalmente, el reto mas importante que
plagia la estrategia de produccion recombinante es la
citotoxicidad innata que los PAMs pueden tener en su
célula productora, ya que, sintetizarse cllos pueden
lisarlas mismas células que los producen. La purificacion
de los peptidos expresados generalmente es facil,
comparado con la produccion nativa, ya que se pueden
expresar como proteinas de fusion (tags, por su
denominacion en inglés) para purificar en columnas de
afinidad en un solo paso (Figura 2 d).

Para la produccion recombinante, algunos de los factores
que se tiene que tomar en cuenta son: el sistema de
expresion que se wusara (tipo de célula y
tecnologia/plasmido); la optimizacion del uso de
codones (capacidad de la célula huésped o productor de
leer la informacion genética de otro organismo); el
destino de la proteina secretada (intracelular,
periplasmica o extracelular); entre otros. Lo anterior, con
la finalidad de facilitar los procesos de post-produccion,
como lo es la purificacion [17]. Adicionalmente, se tiene
que tomar en consideracion el disefio de biorreactores y
condiciones de cultivo como en el caso de la produccion
nativa (Figura 2c¢). La produccion de PAMs por esta
estrategia oscila entre rangos de miligramos a gramos
[12].

Los experimentos de alto rendimiento para la obtencion
de PAMs mediante la produccion nativa y expresion
heterologa, son intensivos en mano de obra y consumen
mucho tiempo para su produccion. Por ello, las
tecnologias de sintesis quimica de PAMSs ha recibido
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dedicada atencion.
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Figura 2. Esquema de la produccion mediante
tecnologias recombinantes. a) fuentes naturales de
informacion genética de los PAMSs, b) manipulacion
genética/clonacion, ¢) produccion de proteinas
recombinantes a través de cultivo celular de células no
nativas, d) purificacion de los PAMs recombinantes. Esta
ilustracion fue generada con imdgenes provenientes de
Biorender.

Sintesis quimica

La sintesis quimica de PAMs como su nombre sugiere,
no involucra procesos biologicos, y depende
estrictamente  de realizar reacciones  quimicas
controladas y dirigidas en el laboratorio. Es una
metodologia rapida, eficiente, confiable y es por lo tanto
de gran interés [22]. La sintesis de péptidos involucra la
union de dos aminoacidos mediante un enlace peptidico,
inicialmente formando un dipéptido (Figura 3). La
reaccion se da por la union covalente de la region acidica
(C*-terminal) del primer aminoéacido con la region amino
(N®terminal) del segundo, regiones constantes y propias
de todo aminodcido. Para la elongacion o crecimiento de
la proteina, se agrega otro amino acido mediante otro
enlace peptidico, formando un tripéptido, y asi
sucesivamente hasta obtener la proteina deseada. Sin
embargo, ésta es una estrategia tecnologica sumamente
costosa. La empresa GenScript, dedicada a la biologia
sintética, maneja un costo por sintesis de proteinas de
aproximadamente 16 USD por aminoacido. Por lo tanto,
la sintesis quimica de un péptido de 25 aminodcidos
tendria un costo aproximado de 370 USD por 4 mg. El
costo se eleva dependiendo de la pureza de la muestra
(aproximadamente 60 USD adicionales para una pureza
del 95%).
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Figura 3. Representacion del enlace peptidico. La union
covalente entre dos aminodcidos por la terminal
carboxilo (Co-terminal) y la terminal amino-(No-
terminal) formando un enlace peptidico. La reaccion que
repite afadiendo aminoacidos hasta obtener un péptido
de la longitud deseada. Esta ilustracion fue generada con
iméagenes provenientes de Biorender.

Actualmente, existen tres enfoques de sintesis quimica
de PAMSs; 1- sintesis de péptidos en solucion clisica
(CSPS), 2- la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS),
y 3- la sintesis de péptidos en fase liquida (LPPS) que
combina las tecnologias de CSPS y SPPS. En todos los
enfoques, se requiere de un “tag” o punto de nucleacion
que sirve como punto de partida para que pueda crecer la
cadena proteica. Para el caso de la fase solida se requiere
una resina. La diferencia principal entre las estrategias de
fase liquida y fase solida es que en la fase liquida el tag
se encuentra soluble o disuelto en solucion, mientras que
en la fase solida el tag es insoluble y actiia como un
soporte solido, reduciendo el contacto entre las
moléculas en sintesis. Algunos de los tags utilizados para
la sintesis quimica son: polietilenglicol (PEG),
tecnologia fluorosa, policarbono, polimeros hidrofobicos,
etc. Durante el proceso de elongacion peptidica (union
de aminodcidos) se involucra un primer paso donde el
primer amino acido se pega a la resina mediante un
“linker” (molécula de enlace) por la Ca-terminal. Este
aminodcido tiene que estar protegido para no sufrir
cambios por reacciones secundarias no deseadas de su
No-terminal o en su grupo funcional variable (mejor
conocido como grupo R de cada aminodcido). Es
importante mencionar que el grupo R es donde los
aminoacidos difieren entre si. Posteriormente, son
agregados agentes quimicos para desproteger los sitios
donde se forma el enlace peptidico (grupos Na- y Ca-
terminales) utilizando reactivos de desproteccion [5]. El
acoplamiento implica la formacion del enlace peptidico
[22]. Finalmente, el péptido de composicion y longitud
deseada se libera mediante accion enzimatica que rompe
la union entre el primer amino acido y el “linker”
(enlazador) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema general de la sintesis quimica de
péptidos  antimicrobianos.  Figura traducida de
Stawikowski y Fields, 2012[22].

Para la sintesis de péptidos (liquida o solida) hay dos
enfoques de construcciéon quimicas principales. El
primero es sintesis por etapas, en la que toda la proteina
se sintetiza un aminoacido a la vez (conocido como
estrategia lineal). El segundo es el "ensamblaje de
fragmentos", en el que pedazos individuales mas grandes
se construyen paso a paso, purificando y uniendo
covalentemente para crear la proteina deseada completa
(conocido como estrategia convergente) [22]. Sin
embargo, estas estrategias de sintesis quimica presentan
ventajas como desventajas a considerar. Por ejemplo, en
la sintesis de fase liquida se obtiene un producto de
mayor calidad, y, es mas barata ya que se usa poco
reactivo. Pero comparado con la fase sélida, es muy
tedioso, por muchos pasos de purificacion y largos
periodos de produccion. Ademas, la fase solida es un
proceso simplificado, con un solo paso de purificacion,
que se puede escalar a producciones con rendimientos de
hasta kilogramos. En todos los casos, conforme la cadena
peptidica se incrementa la eficiencia para incorporar un
nuevo péptido disminuye drasticamente, esto debido a
que cada aminodcido cuenta con su grupo R, el cual
también es susceptible de reaccionar quimicamente.
Dependiendo la secuencia del péptido, la sintesis puede
llegar a producir tamaiios de hasta 35 a 45 aminoacidos
por reacciones consecutivas. Una nueva estrategia
acoplando péptidos previamente sintetizados puede
conseguir sintesis de proteinas de mas de 100
aminodcidos.

Una ventaja importante que presenta la sintesis quimica
es la capacidad de modificar quimicamente el producto
de interés. Estas modificaciones quimicas incluyen:
halogenacion, ciclizacion, amidaciones, fluoroforos,
entre muchos otros.
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Comparacion entre los tres enfoques mas rentable. La facilidad de solicitar la produccion de

un nuevo péptido, y con numerosas posibilidades de

Una ventaja que tiene la produccion endogena en modificaciones, ha impulsado de forma exponencial su
organismos unicelulares (crecimiento de los organismos desarrollo. Las grandes empresas seguirdn invirtiendo en
silvestres) es que no requieren modificaciones tecnologia de punta para optimizar sus procesos y hacer
adicionales (es decir, la introduccion de rutas mas eficientes los servicios que ofrecen de sintesis
biosintéticas heterdlogas o sintesis quimica) para la quimica.

sintesis de Novo de péptidos pequefios. Pero, la mayoria

de los organismos silvestres organismos silvestres no se La produccion nativa e ingenieria genética se seguiran
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ponzonosos por lo general no es factible y la sintesis en el pais y por extension, la region.

quimica demasiado caro, por lo tanto, la expresion
recombinante todavia representa una estralegia
prometedora para la produccion comercial de los PAMs
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