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Resumen

RESUMEN

La aparicion de cepas microbianas superresistentes esta impulsando la busqueda de
alternativas a los antibidticos tradicionales. Una alternativa prometedora son los péptidos
antimicrobianos (AMP), presentes en el sistema inmunitario innato de numerosos
organismos vivos. Las ventajas principales de los AMP son su amplio espectro —pueden
tener propiedades antibacterianas, antifngicas y antivirales, entre otras— y la escasa
propension a desarrollar resistencias. Las desventajas principales son la posible toxicidad
y los costes de sintesis. Estas desventajas justifican que se investiguen los AMP ricos en
prolina (PrAMP), que presentan una toxicidad comparativamente baja, y versiones
truncadas de los péptidos activos, mas econdmicos de producir. En este trabajo
estudiamos la estructura y actividad in vitro e in silico de cinco fragmentos de un PrAMP
antibacteriano y antifungico para identificar el dominio activo del péptido completo y
obtener informacion sobre su modo de accion. Los ensayos de actividad antimicrobiana
in vitro mostraron que ninguno de los fragmentos conserva las propiedades
antimicrobianas del péptido completo frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicans. Los modelos in silico arrojaron resultados no concluyentes, que
pueden explicarse teniendo en cuenta las aproximaciones de las herramientas
bioinformaticas utilizadas. En su conjunto, este trabajo confirma resultados previos sobre
la existencia de una longitud limite para la actividad de los péptidos de esta clase y
establece un limite inferior al intervalo de longitud relevante. Los estudios futuros
deberan enfocarse a péptidos de tamafios intermedios y a ensayos especificos que

permitan la identificacion del mecanismo de accion.
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ABSTRACT

The emergence of super-resistant microbial strains is a compelling reason to investigate
alternatives to traditional antibiotics. One promising alternative is antimicrobial peptides
(AMPs), which are found in the innate immune system of many organisms. The main
advantages of AMPs include their wide spectrum of activity against bacterial, fungal, and
viral agents and their scant susceptibility to pathogens’ developing resistance. The main
disadvantages are their potential toxicity and high production costs. Two approaches
promise to mitigate these disadvantages: proline-rich AMPs (PrAMPs) have low toxicity,
and truncated AMPs are cheaper to synthesise than full-length AMPs, although previous
results suggest that AMPs antimicrobial activity is limited when the peptide is truncated
beyond a certain limit. To determine the minimal fragment that retains the antimicrobial
properties of the complete peptide and gain insight into its mode of action, we used in
vitro and in silico experiments to study the structure and activity of five fragments of an
antibacterial and antifungal PrAMP. In in vitro microbial activity assays, none of the
fragments retained the antimicrobial properties of the full-length peptide against
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, or Candida albicans. In silico models yielded
inconclusive results, probably because their underlying hypotheses are not fully
representative of the peptides studied. Our results corroborate those of previous studies
suggesting a minimal length for AMPs to be active against different pathogens and
establish a lower limit to the relevant length range. Future studies should focus on
intermediate-sized AMPs and should use specific assays tailored to identifying their

mechanisms of action.
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1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

«Then there is the danger that the ignorant man may easily underdose himself and

by exposing his microbes to non-lethal quantities of the drug make them resistant».

El 11 de diciembre de 1945, en su discurso de aceptacion del Nobel de Medicina,
Alexander Fleming alertaba contra el peligro de la resistencia microbiana'. Setenta afios
después, la Organizacion Mundial de la Salud definia la resistencia microbiana como una
de las diez principales amenazas a la salud publica mundial y sefialaba el uso indebido y
excesivo de antimicrobianos como su causa principal’. Los distintos organismos
regulatorios han respondido a la alerta restringiendo el uso, tanto profilactico como
terapéutico, de los antibioticos. Estas barreras regulatorias, aun siendo razonables desde
el punto de vista cientifico, han convertido el desarrollo de los antibioticos en un negocio
poco lucrativo para las farmacéuticas, contribuyendo a vaciar la cartera de desarrollo de

nuevos productos y a poner fin a la «edad de oro de los antibioticosy.

En este contexto de emergencia sanitaria mundial, adquiere relevancia la busqueda de
productos antimicrobianos alternativos. Una alternativa especialmente prometedora son
los péptidos antimicrobianos (antimicrobial peptides, AMP), una clase amplia y
heterogénea de pequefios péptidos (la longitud tipica es inferior a 60 aminoécidos *-°) que
forman parte del sistema inmunitario innato de los seres vivos>’®. Actualmente se
conocen mas de 3000 AMP procedentes de organismos muy diversos de hasta seis reinos,
incluidos bacterias, hongos, plantas y animales’. Los AMP se clasifican en familias, en
funcién de su estructura primaria y caracteristicas filogenéticas; en los animales, las mas

importantes son las defensinas y las catelicidinas'®.

Los AMP tienen un espectro de actividad antibacteriana y antifungica mas amplio que el
de los antibioticos y pueden también presentar propiedades antiviricas 'y
antiparasitarias®'?. En los organismos pluricelulares pueden manifestar, ademas,
propiedades inmunomoduladoras, anticancerosas y antiinflamatorias”!®!!. Mas de la
mitad de los AMP conocidos son antibacterianos y alrededor de un cuarto, antifingicos;
en particular, se han identificado catelicidinas con propiedades antibacterianas,

antivirales, antifingicas, inmunomoduladoras, antiinflamatorias y procicatrizantes>!"12,
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La gran mayoria de los AMP son cationicos y anfipaticos, dos caracteristicas que
determinan sus propiedades antimicrobianas. La carga positiva favorece selectivamente
el acercamiento a las membranas bacterianas, cargadas negativamente; la adsorcion en la
superficie celular facilita la insercion de los residuos hidrofobicos del péptido en la

membrana*8

y puede llevar a su desintegracion mediante tres mecanismos basicos: el
poro toroidal, la alfombra y la duela de barril. El poro toroidal se forma cuando un
péptido, inicialmente paralelo a la membrana, empieza a penetrar en ella arrastrando
consigo la cabeza hidrofila de los fosfolipidos, hasta que la superficie externa se fusiona
con la superficie citoplasmatica. En el modelo de alfombra, los péptidos disgregan la
superficie celular en micelas, actuando como un detergente. En el modelo de duela de
barril, un polimero compuesto de varias unidades de AMP dispuestas en paralelo penetra
perpendicularmente en la membrana, formando un poro cilindrico. Los AMP pueden
también actuar con mecanismos no citoliticos, como la inhibicidn de la sintesis de la pared
celular, la formacion de poros transitorios, la interferencia con procesos metabdlicos, la
interaccion quimica con el ADN vy la inhibicion de la formacion de biofilm>36:13.14 En
muchos casos, se trata de mecanismos mas generales respecto a los de los antibioticos,
que habitualmente se dirigen a una proteina especifica; ademas, muchos AMP disponen
de més de un mecanismo. Esta versatilidad dificulta el desarrollo de resistencias
microbianas y constituye una ventaja de los AMP frente a los antibioticos
tradicionales®!?; ademas, algunos AMP presentan un importante efecto sinérgico con los
antibioticos®!3. Un aspecto negativo es que algunos de estos mecanismos conllevan una

toxicidad indeseada hacia las células eucariotas.

El mecanismo de accion especifico de un AMP esta determinado por su estructura
secundaria, que permite clasificarlos en hélices a, laminas B y estructuras extendidas;
estos ultimos se caracterizan por la abundancia de residuos de Trp, Pro y Arg, que
confieren rigidez a la estructura. La clasificacion en grupos estructurales no es univoca ni
exhaustiva, ya que un mismo AMP puede combinar distintas estructuras (por ejemplo,
una hélice a y una lamina B), presentar una estructura ciclica (por puentes disulfuro o
enlace covalente entre los extremos) o cambiar de forma tras la interaccion con una
membrana. En las hélices a, hay una segregacion axial de la anfipaticidad, que permite al

péptido embeberse en la membrana celular paralelamente a esta, con el lado hidrofoébico

hacia el interior celular y el lado hidrofilico hacia el exterior. Estas estructuras tienden a

formar poros toroidales y, a altas concentraciones, micelas; la actividad citolitica esta
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modulada por la rigidez y la longitud de la hélice y por la distribucién de los dominios
hidrofobos e hidrofilos a lo largo de la estructura, que determinan la profundidad de la
inclusion y la inclinacion del péptido respecto a la membrana. Los péptidos con laminas
B pueden formar poros toroidales o ensamblarse en estructuras multiméricas que
permeabilizan la membrana celular por el mecanismo de duela de barril>®, aunque
algunos tienen también un modo de accion intracelular'”. Por Gltimo, los AMP extendidos
no suelen tener actividad citolitica y actuan inhibiendo la sintesis proteica u otros
procesos metabolicos'®16; estos modos de accion estan asociados a una baja citotoxicidad,
lo que los convierte en candidatos interesantes para aplicaciones terapéuticas. Un
subgrupo de especial interés es el de los péptidos ricos en prolina (prolin-rich AMP,

PrAMP).

1.2 Estado actual

Como se ha descrito en el apartado anterior, los AMP disponen de un amplio repertorio
de mecanismos de accion, apenas generan resistencias y pueden actuar en sinergia con
los antibioticos. Sin embargo, sus posibles aplicaciones se ven limitadas por la toxicidad

y el coste de sintesis, entre otros factores.

Estas limitaciones pueden resolverse con distintas estrategias. La toxicidad puede
controlarse a priori, restringiendo el estudio a los AMP con baja toxicidad intrinseca,
como los PrAMP, o a posteriori, modificando oportunamente la estructura de los AMP
naturales. El coste puede reducirse sintetizando AMP mads cortos que solo contienen el
dominio activo del AMP natural. Aunque se presentan por separado a efectos
explicativos, estas estrategias estan relacionadas ya que el acortamiento de un péptido

puede modificar su citotoxicidad.

1.2.1 Estudios con PrAMP

El mecanismo de accion de los PrAMP no esta bien estudiado. Se cree que la mayoria de
los PrAMP penetran en el citoplasma de forma no destructiva y se dirigen hacia el
ribosoma, donde inhiben la sintesis de proteinas o interfieren con su plegamiento'®!3,
aunque a altas concentraciones pueden presentar una actividad citolitica'®. Se ha
identificado un mecanismo de permeacion no destructivo, el transporte por el

transportador de membrana SbmA!’, pero se ha observado penetracion de PrAMP
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también en especies que no expresan SbmA, lo que permite inferir la existencia de otros

mecanismos!%18,

Un PrAMP muy prometedor es Lv_RR32, un péptido pequefio (longitud: 32
aminoacidos) y muy catidnico (carga: +12) del cetaceo Lipotes vexillifer. Contrariamente
a otros PrAMP, activos solo frente a bacterias gramnegativas %1%!13161° v RR32 tiene
un amplio espectro de actividad que abarca bacterias gramnegativas y grampositivas y
hongos'%!820 Estas caracteristicas podrian apuntar a distintos modos de accion y a la

posible concurrencia de mecanismos citoliticos e intracelulares.

1.2.2 Estudios con péptidos truncados

Numerosos estudios han probado que versiones truncadas de los AMP conservan la
actividad antimicrobiana del péptido completo. La mayoria de estos estudios se han
centrado en AMP con hélices a. Gustaffson et al. (2010) estudiaron la produccién de
citocinas proinflamatorias inducida por la catelicidina humana Hs LL37 y dos de sus
fragmentos en presencia de acido lipoteicoico y concluyeron que los fragmentos tienen
una actividad comparable a la del péptido entero, confirmando resultados previos
obtenidos en experimentos de neutralizacion de endotoxina bacteriana®!'?2. Kwon et al.
(2019) estudiaron la toxicidad y la actividad antibacteriana de seis fragmentos
aminoterminales o carboxiterminales de un péptido de 20 aminoacidos. La mayoria de
los fragmentos conservaron la actividad antibacteriana en los experimentos de
concentracion minima inhibitoria (MIC) y de biofilm y presentaron una capacidad
hemolitica reducida®. Lin et al. (2013) estudiaron la actividad antibacteriana y
anticancerosa de fragmentos de distinta longitud procedentes de tres AMP naturales.
Aunque la mayoria de los fragmentos perdieron actividad respecto a los péptidos

originales respectivos, algunos conservaron las propiedades originales'>.

Algunos estudios se han centrado en los PrAMP. Uno de los més estudiados es Bac7, un
PrAMP de bovino con una importante homologia de secuencia con Lv_RR32, en
particular en su region aminoterminal (coinciden 15 de los 16 primeros residuos).
Benincasa et al. (2004) estudiaron la actividad antimicrobiana de los fragmentos de Bac7
y encontraron que la actividad se conserva solo si esta incluida la region aminoterminal
del péptido original, fuertemente catidnica; constataron, ademads, la existencia de una
longitud limite de 16 aminoacidos por debajo de la cual la actividad cae abruptamente. El

estudio determiné también que la actividad antimicrobiana del péptido completo y sus
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fragmentos activos se ejerce por inhibicion de la sintesis proteical®. Seefeldt ez al. (2016)
precisaron que Bac7(1-16) actia inhibiendo la traduccién mediante la obstruccion del
ribosoma!®!?. Sola (2020) estudié 8 fragmentos del PrAMP bovino Bac5 y el péptido
completo Lv_RR32. En el caso de Bac5, encontr6 que la actividad antimicrobiana es
proporcional a la longitud del fragmento y se ejerce por inhibicion de la sintesis proteica;
el mecanismo de permeacion preferente, aunque no exclusivo, es el transporte por
SbmA!'%1719 En el caso de Lv.RR32, observo actividad frente a distintas bacterias

grampositivas y gramnegativas y hongos, atribuible a la inhibicion de la sintesis proteica.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

En numerosos AMP y, en particular, en algunas catelicidinas de tipo PrAMP, se ha podido
identificar el dominio responsable de la actividad antimicrobiana, lo que ha permitido
producir péptidos mas cortos con propiedades antimicrobianas equivalentes o mejoradas
y baja toxicidad. Experimentos previos del grupo de investigacion han mostrado que el
péptido Lv_RR32, una catelicidina de tipo PrAMP del cetaceo Lipotes vexillifer, tiene
una marcada actividad antimicrobiana frente a bacterias gramnegativas y grampositivas
y hongos. Estos resultados apoyan la hipotesis de que existan fragmentos de Lv. RR32

que conservan la actividad antimicrobiana del péptido completo.

2.2 Objetivos

El trabajo pretende caracterizar el espectro de actividad antimicrobiana y la toxicidad de
cinco péptidos solapantes derivados de Lv. RR32 y obtener informacion sobre posibles
mecanismos de accion, con el objetivo de abaratar el coste de sintesis de un péptido

activo.
Para conseguir este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Cuantificar la actividad antimicrobiana in vitro de los cinco péptidos frente a tres
microorganismos de referencia (una bacteria gramnegativa [ Escherichia coli], una
bacteria grampositiva [Staphylococcus aureus] y un hongo [Candida albicans]).

e Evaluar la integridad de las membranas celulares expuestas a los péptidos con el
colorante de acidos nucleicos Sytox Green.

e Estudiar la actividad hemolitica de los cinco péptidos.

e Modelar la estructura tridimensional de Lv. RR32 y los cinco péptidos derivados.

e Predecir la actividad antimicrobiana de los cinco péptidos y su interaccion con

membranas simuladas mediante herramientas bioinformaticas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

A continuacion, se detallan el equipo de laboratorio y los materiales usados en el

desarrollo del proyecto.

3.1.1

Equipo

Agitador magnético con calefaccion H20 de LBX Instruments
Agitador mecanico Unimax 1010 de Heidolph

Agitador vortex Classic de VELP Scientifica

Autoclave Presoclave de JP Selecta

Béscula de precision Navigator de OHAUS

Campana de flujo laminar de clase II Bio II Advance Plus de Telstar
Centrifuga Concentrator plus de Eppendorf

Densitometro McFarland DEN-1B de Biosan

Incubadora digital IL-23 de VWR

Incubadora Mini Incubator de Labnet

Lector de placas FLUOstar QQ de BMG Labtech

Pipetas mecanicas monocanal y multicanal de Eppendorf

Medios de cultivo y tampones

Cloruro de sodio de M&B Laboratory Chemicals (para suero fisioldgico)

Caldo Mueller-Hinton de ITW Reagents (n. cat. 413788.1210)

Agar Mueller-Hinton para microbiologia de ITW Reagents (n. cat. 413787.1210)
Agar de papay glucosa para microbiologia de Sigma Aldrich (n. cat. 70139-500G)
Caldo de papa y dextrosa de MP Biomedicals (n. cat. 1008617)

Detergente Triton X-100 de Sigma Aldrich (n. cat. 93443)

Microorganismos

Escherichia coli (CECT 434)
Staphylococcus aureus (CECT 794)
Candida albicans (CECT 1392)
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3.1.4 Eritrocitos
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e Eritrocitos de sangre humana comercial (Single Donor Human Whole Blood de

Innovative Research, cat. IWB1K2E10ML)

3.1.5 Péptidos

Los péptidos analizados son fragmentos solapantes del péptido antimicrobiano Lv_RR32,

una catelicidina del cetaceo Lipotes vexillifer. Los péptidos se sintetizaron a escala de

10 mg (Caslo, Lyngby, Dinamarca) con una pureza superior al 90% (analizada por

HPLC). El extremo aminoterminal de los péptidos se acetilo y el extremo carboxiterminal

se amido6 para evitar su degradacion durante el procesamiento. Se diluyeron alicuotas de

cada polipéptido (2 mg) en agua destilada a una concentraciéon madre de 1 mM para

facilitar la eficacia del ensayo. En la Tabla 3.1 se muestran las caracteristicas principales

de los seis péptidos y en la Figura 3.1 se comparan las secuencias.

Tabla 3.1. Caracteristicas principales de los péptidos estudiados

Péptido Secuencia aminoacidica %P

%R Longitud Carga %
polares mol.

Peso

Lv_RR32 RRIRIRPPRLPRPRPRPWFPPRFPIPRIPGKR 34 34 32 +12 37% 4035,95
T1 RRIRIRPPRL 20 50 10 +5 50% 1332,66
[Lv_RR32(1-10)]
T2 PPRLPRPRPR 50 40 10 +4 40% 1241,51
[Lv_RR32(7-16)]
T3 PRPRPWFPPR 50 30 10 +3 30% 1305,55
[Lv_RR32(13-22)]
T4 FPPRFPIPRI 40 20 10 +2 20% 1239,53
[Lv_RR32(19-28)]
T5 FPIPRIPGKR 30 20 10 +3 30% 1180,46
[Lv_RR32(23-32)]
%P: porcentaje de residuos de prolina; %R: porcentaje de residuos de arginina.
LvRR32 R R I RI RPPRLPRPRPRPWFPPRFPIPRIPGKTR
T1 RRI RI RPPRL
T2 PPRLPRPRPR
T3 PRPRPWEFPPR
T4 FPPRFPI PR
T5 FPI PRI PGKR

Figura 3.1. Secuencia del péptido original y los cinco péptidos derivados
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3.2 Preparacion de los medios

En los dias previos a los ensayos, se prepararon los medios de cultivo sélidos y liquidos
de acuerdo con las especificaciones de los fabricantes, y se esterilizaron en autoclave a
121 °C durante 20 minutos. Con los medios sdlidos se prepararon placas de cultivo en
condiciones estériles; las placas se dejaron enfriar, se introdujeron en bolsas estériles y se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Los medios liquidos y el suero fisioldgico (SF) se

almacenaron en refrigeracion a 4 °C.

3.2.1 Ensayos in vitro

Para estudiar el potencial antimicrobiano de los péptidos solapantes, se realizaron ensayos
in vitro con distintos microorganismos: una bacteria gramnegativa (Escherichia coli), una
bacteria grampositiva (Staphylococcus aureus) y un hongo (Candida albicans). Para cada
microorganismo se consideraron distintas concentraciones, en funcion de los datos
previos conocidos y los resultados provisionales del proyecto. Asimismo, se realizd un
ensayo de hemolisis con eritrocitos humanos para evaluar la citotoxicidad de los péptidos

a distintas concentraciones. En la Tabla 3.2 se muestra un resumen de los ensayos.

Tabla 3.2. Resumen de los ensayos

Péptido Diluciones finales Muestra t
T1,T2,T3,T4,T5 10 x 1:2 (50 uM - 100 nM) E. coli 22 h
T1,T2,T3,T4,T5 50 uM S. aureus 21h
T1,72,73,T4, 75 200 uM, 100 pM, 50 pM S. aureus 20h
T1,T2,7T3,T4,T5 200 uM, 100 uM, 50 uM C. albicans 24 h

T1,T2,T3,T4,T5 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,75 uM Eritrocitos humanos 45 min

3.2.1.1 Ensayos de actividad de los péptidos frente a E. coli

A partir de una placa de cultivo de E. coli, se inocularon 2 o 3 colonias aisladas en 6 ml

de medio de cultivo MH y se dejaron crecer a 37 °C con agitacion durante unas 5 horas.

Se prepararon 10 diluciones seriadas 1:2 de los cinco péptidos T1, T2, T3, T4 y T5 con
medio de cultivo MH partiendo de una concentracion inicial de 100 uM. Se afiadieron
alicuotas de 50 pul de las diluciones en 4 réplicas a una placa de 96 pocillos, de acuerdo
con la disposicion de la Figura 3.2 (véase también el resumen de los ensayos, Tabla 3.2).

La columna 1 y la 12 se reservaron para el blanco y el control positivo, respectivamente.
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Después de medir la densidad dptica del preindculo en el densitdmetro, se realizaron dos
diluciones seriadas 1:10 con SF seguidas de una dilucion 1:10 con medio de cultivo MH
para obtener un indculo con una concentracion estimada de ~10° UFC/ml. Se afiadieron
alicuotas de 50 pl del inoculo a los pocillos de las placas, a excepcion de los del blanco.
Las placas se incubaron a 37 °C durante unas 20 horas y, a continuacion, se colocaron en

un lector de microplacas para medir la absorbancia a 595 nm.
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Figura 3.2. Disposicion de las muestras en las placas para los ensayos con E. coli

El in6culo se utilizé también para crear un banco de diluciones con concentraciones de
102, 102 y 10 veces la concentracion del indculo para los ensayos de recuento
microbiano. Se extendieron 100 pl de cada dilucion en placas de Petri, se sellaron las

placas con biofilm y se incubaron a 37 °C durante unas 20 horas (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Preparacion del inéculo y recuento en placa

3.2.1.2 Ensayos de actividad de los péptidos frente a S. aureus

A partir de una placa de cultivo de S. aureus, se inocularon 1 o 2 colonias aisladas en
6 ml de medio de cultivo MH y se dejaron crecer a 37 °C con agitacion durante unas 4

horas.

Se prepararon muestras de los cinco péptidos T1, T2, T3, T4 y TS5 a una concentracion de
100 uM con medio de cultivo MH y 3 diluciones seriadas 1:2 de los cinco péptidos con
medio de cultivo MH partiendo de una concentracion inicial de 400 uM. De todas las
concentraciones, se anadieron alicuotas de 50 ul en 4 réplicas a una placa de 96 pocillos
(Tabla 3.2 y Figura 3.4). Las columnas 1 y 12 se reservaron para el blanco y el control
positivo, respectivamente; el medio de cultivo en el cuadrante inferior derecho de la placa
se afiadid para controlar la evaporacion en los pocillos colindantes (véase el apartado

5.1.2).

Después de comprobar la densidad optica del preinoculo en el densitdmetro, se realizaron
dos diluciones seriadas 1:10 con SF seguidas de una dilucion 1:10 con medio de cultivo
MH para obtener un in6culo con una concentracion estimada de ~10° UFC/ml. Se
afiadieron alicuotas de 50 pl del indculo a todos los pocillos de las placas menos los del
blanco, obteniendo concentraciones finales de los péptidos de 50, 100 y 200 uM. Las
placas se incubaron a 37 °C durante unas 20 horas y, a continuacion, se colocaron en un

lector de microplacas para medir su absorbancia a 595 nm.
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Figura 3.4. Disposicion de las muestras para los ensayos con S. aureus y C. albicans

La solucion obtenida se utilizd6 también para crear un banco de diluciones con
concentraciones de 102, 102 y 10 veces la concentracion del indculo. Se extendieron
100 pl de cada dilucion en placas de Petri, se sellaron las placas con biofilm y se

incubaron a 37 °C sin agitacion durante unas 20 horas.

3.2.1.3 Ensayos de actividad de los péptidos frente a C. albicans

El dia previo al ensayo, se sembraron 1-2 colonias de cultivo en 6 ml de medio de cultivo
PDB y se incubaron con agitacion a 37 °C. Tras 22 h, se midié una densidad oOptica de
7,5 en la escala de McFarland®®. Se prepararon dos diluciones seriadas 1:10 con suero
fisiologico a partir de 1 ml de preinoculo (Tabla 3.3). De acuerdo con una calibracion
previa realizada en el laboratorio, un valor de densidad oOptica de McFarland de
~1,40-1,50 corresponde a la concentracion deseada de ~10° UFC/ul, por lo que se decidio

usar para la siembra la dilucion 2.

Tabla 3.3. Densidad 6ptica del indculo de C. albicans

Num. dilucién Concentracion Densidad 6ptica
relativa [McFarland]
1 1 7,57 £0,03
2 107t 1,50 + 0,06
3 1072 0,02 £ 0,02

Se prepararon 3 diluciones seriadas 1:2 de los cinco péptidos T1, T2, T3, T4 y TS5 con
medio de cultivo PDB partiendo de una concentracion inicial de 400 uM. Se anadieron
alicuotas de 50 ul de las diluciones en 4 réplicas a una placa de 96 pocillos, con la misma

disposicion usada para S. aureus (también para blancos y controles; véase la Figura 3.4).
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Se anadieron alicuotas de 50 pl de indculo a todos los pocillos de las placas menos los
del blanco. La placa se incub6 a 37 °C durante unas 24 horas y, a continuacion, se colocé

en un lector de microplacas para medir su absorbancia a 595 nm.

El inéculo se utilizé también para crear un banco de diluciones con concentraciones de
102, 1073 y 10 veces la concentracion del inoculo. Se extendieron 100 ul de cada
dilucion en placas de Petri, se sellaron las placas con biofilm y se incubaron a 37 °C

durante unas 22 horas.

3.2.1.4 Ensayos de integridad de las membranas celulares

A la luz de los resultados de los ensayos de actividad antimicrobiana (véase el apartado

4.1), se considerd que estos ensayos eran superfluos, por lo que se omitieron.

3.2.1.5 Ensayos de actividad hemolitica

Partiendo de una muestra comercial de eritrocitos humanos, se realizaron 3 lavados
sucesivos con suero fisioldégico para eliminar los posibles eritrocitos muertos. A
continuacion, se prepararon 4 diluciones seriadas 1:2 de los cinco péptidos T1, T2, T3,
T4 y TS partiendo de una concentracion inicial de 100 uM y se afnadieron alicuotas de
75 ul en 4 réplicas a una placa de 96 pocillos (Tabla 3.2 y Figura 3.5). Como control
positivo se utilizod una solucién de eritrocitos tratada con Triton X-100 al 1,5% en agua
para inducir la hemolisis completa y como control negativo, una solucion de eritrocitos
en suero fisiologico. Agitando suavemente el tubo, se resuspendieron los eritrocitos y se
afiadieron alicuotas de 75 pl a la placa mediante una pipeta multicanal. Después de
incubar la placa a 37 °C durante 45 minutos, se transfirieron alicuotas de 100 ul de

sobrenadante a una nueva placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 405 nm.
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Figura 3.5. Disposicidn de las muestras en la placa para el ensayo con eritrocitos
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3.2.2 Analisis estadistico

Para cada ensayo, péptido y dilucion se determind un valor de densidad Optica
0D promediando los valores de las distintas réplicas: en el caso de los ensayos con
microorganismos se consideraron solo los 3 pocillos mas internos y se excluyé del
analisis el pocillo ubicado en el borde de la placa; en el caso del ensayo con eritrocitos,
las medias se calcularon tomando en cuenta las 4 réplicas (véase la discusion en el
apartado 5.1.2). El error sobre OD se aproximé con la desviacion estandar de los valores
(3 0 4 réplicas) considerados en cada caso. En los ensayos con microorganismos, a partir
de los valores de OD se calcul6 la densidad optica relativa de acuerdo con la expresion:
Ty _ mgi —0D"
fo" =505~ 007
donde los superindices T;, B y C indican el tipo de muestra (péptido T;, blanco o control,
respectivamente) y el subindice D, la dilucién; fDTi puede variar entre 0 (maxima
actividad antimicrobiana) y 1 (actividad antimicrobiana nula, crecimiento bacteriano

méximo). En el ensayo de actividad hemolitica, a partir de los valores de OD se calculd

r [ =00y,
“0 = |oDg - 0" "

donde los indices tienen el significado anterior y los posibles valores estan comprendidos

la actividad porcentual:

entre 0 % (actividad hemolitica nula) y 100 % (actividad hemolitica maxima). En todos
los casos, el error sobre la variable derivada se calculé propagando los errores de las

variables que la definen, supuestas independientes.

Para el recuento en placa de los ensayos con microorganismos, el resultado se obtuvo

como media de los recuentos individuales ponderada por el volumen de cada muestra.

3.3 Modelos bioinformaticos

Se analizaron los péptidos mediante una serie de herramientas bioinformaticas para
determinar sus caracteristicas principales y predecir su actividad antimicrobiana y la

posible interaccién con membranas.
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3.3.1 Estructura tridimensional con [-TASSER

Para determinar la estructura tridimensional de los 6 péptidos (el péptido original y los
cinco péptidos solapantes derivados), se utilizo I-TASSER?*?’ (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement). I-TASSER predice el plegamiento de una proteina a partir de su
secuencia aminoacidica mediante el método del «disefio por homologia remota» o
threading: una prediccion inicial, basada en la superposicion de fragmentos homdlogos
de proteinas caracterizadas previamente mediante cristalografia de rayos X, se refina
mediante simulaciones iterativas de las interacciones intramoleculares. Para cada péptido,
I-TASSER calcula entre uno y cinco modelos y los puntiia de acuerdo con una serie de

24-28

escalas=*=°. Las predicciones mas importantes a efectos de este trabajo son los siguientes:

e La estructura secundaria de cada residuo (hélice o, lamina B o plegamiento
irregular) y el nivel de confianza correspondiente en una escala de 0 a 9.

e La puntuacién C (C-score) de calidad del mejor modelo. Esta puntuacion esta
determinada por la densidad de soluciones proximas a la mejor solucion, la
desviacion cuadratica media del mejor modelo respecto al centroide de posibles
soluciones y la calidad de las proteinas elegidas como plantillas por los siete
algoritmos de threading que conforman el nucleo computacional de [-TASSER.
Esta puntuacion suele estar comprendida en el intervalo [-5, +2] y un valor
superior a —1,5 indica que la topologia predicha es correcta.

e La puntuacion TM (TM-score), que mide la distancia entre la solucion y la
plantilla; no es una medida de la calidad del modelo, aunque esta fuertemente
correlacionada con la puntuacion C. Un valor superior a 0,5 indica que los
plegamientos de la plantilla son representativos del modelo e inferior a 0,17, que
no hay ninguna relacion entre la plantilla y el modelo final.

e La desviacion cuadratica media RDMS, que mide la distancia espacial entre el

mejor modelo y la plantilla.

3.3.2 Actividad antimicrobiana con DBAASP

Se utilizo una herramienta de aprendizaje automatico de la base de datos DBAASP2%3¢
(Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides) para predecir la actividad
de los seis péptidos. La herramienta predice la actividad de AMP lineales (no ciclicos)
contra especies microbianas especificas, sobre la base de propiedades fisicoquimicas

como la hidrofobicidad, la carga neta, el punto isoeléctrico, la profundidad de
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penetracion, el angulo de inclinacion y el indice de anfifilicidad de los péptidos; un

péptido se considera activo si MIC <25 pg/ml y no activo si MIC > 100 pg/ml.

3.3.3 Actividad antimicrobiana con CAMPxg3

Se utilizaron cuatro distintos algoritmos de aprendizaje supervisado (SVM [Support
Vector Machine], bosques aleatorios, redes neuronales y andlisis discriminante) de la base
de datos CAMPRr33!-32 (Collection of Anti-Microbial Peptides) para predecir la actividad
antimicrobiana de los seis péptidos. Los algoritmos clasifican los péptidos sobre la base
de su composicion, propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales,
comparandolas con las de los péptidos de un conjunto de entrenamiento cuya actividad
antimicrobiana se ha determinado in vitro. Contrariamente al algoritmo de DBAASP, esta

herramienta no hace predicciones especificas segun el tipo de microorganismo.

3.3.4 Actividad antifiingica con Antifp

Se utilizo la herramienta Antifp®} para predecir la actividad antifingica de los seis
péptidos. Antifp es un método desarrollado para disefiar péptidos antifungicos in silico
que predice las propiedades antifungicas de péptidos no caracterizados previamente a
partir de la composiciéon aminoacidica, el analisis posicional de los residuos y otras
propiedades generales. La prediccién se resume en una puntuaciéon que varia en el
intervalo [-1, 1], donde —1 corresponde a péptidos sin actividad antifingica y 1, a
péptidos antiflingicos; una puntuacion intermedia implica propiedades intermedias entre
las de los dos grupos. En este trabajo, se ha utilizado una version entrenada en un conjunto
de 1168 péptidos antifungicos y 1168 péptidos no antifungicos y validada en 291 péptidos

antifingicos y 291 péptidos no antifiingicos.

3.3.5 Interaccidon con membranas con PPM

Se utiliz6 la herramienta PPM3** de la base de datos Orientations of Proteins in
Membranes para modelar la interaccion de los seis péptidos con membranas celulares.
PPM puede aplicarse tanto a proteinas caracterizada experimentalmente como a modelos
tedricos y permite visualizar el sistema con Jmol. La version 2.0 considera bicapas
lipidicas planas utilizando perfiles de polaridad ortogonales a la membrana; la version 3.0
permite tomar en cuenta la curvatura de la membrana y diferenciar el tipo de
microorganismos. Para todos los péptidos, incluido el péptido completo, se compararon

las predicciones obtenidas con ambas versiones.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensayos de actividad antimicrobiana

En los apartados siguientes, se muestran los resultados de los ensayos en forma tabular y
grafica.

4.1.1 Ensayos con E. coli

En la Tabla 4.1 y la Figura 4.1 se muestran los resultados de los ensayos con E. coli para
los distintos péptidos y se comparan con resultados previos obtenidos para el péptido

completo. La Tabla 4.2 muestra los resultados del recuento en placa.

Tabla 4.1. Actividad de los péptidos frente a E. coli

Concentracion [uM]

50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10
0,73 0,83 0,87 0,84 0,90 0,84 0,91 0,93 0,94 0,94

T 0,12  #0,05 +0,05 0,14 +0,05 +0,15 +0,08 +0,07 +0,04 +0,05

7 0,86 0,85 0,89 0,91 0,92 0,93 0,93 0,92 0,97 0,94
0,09 0,05 +0,06 +0,06 +0,08 +0,07 +0,09 +0,08 10,11 +0,07

13 0,95 0,88 0,95 0,90 0,93 0,95 0,94 0,95 0,95 0,98

= 0,14  +0,13 +0,08 +0,06 +0,07 +0,08 +0,08 +0,06 +0,10 +0,07

S

i T4 0,94 0,87 0,87 0,87 0,94 0,90 0,89 0,92 0,93 0,95
0,12  +0,08 +0,10 +0,09 10,16 +0,08 +0,10 +0,09 +0,08 10,14

5 0,97 0,94 0,92 0,91 0,92 0,96 0,94 0,94 0,85 0,95

+0,09 0,11 10,11 +0,09 +0,09 +0,08 +0,09 +0,10 10,40 +0,15

Lv RR32 - _ 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,71 0,79
V- +0,01 +0,02 +0,02 +0,02 10,01 +0,12 +0,12 +0,04

Densidad dptica relativa de los cultivos de E. coli en funcion de la concentracidn de los cinco péptidos. Se muestran
por comparacion resultados previos del grupo de investigacidn para el péptido completo Lv_RR32.

Para todos los péptidos y todas las concentraciones se obtuvieron valores de densidad
optica relativa proximos a 1, que indican una actividad antimicrobiana pequefia o nula.
No se detectd ninguna tendencia clara con la concentracién que pudiera hacer suponer un
aumento de la actividad a valores mayores que los considerados, con la unica posible
excepcion del péptido T1. Este resultado contrasta con el comportamiento del péptido
completo, que presentd una actividad importante hasta valores de concentracion

relativamente bajos (MIC < 0,39 uM)?,
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Figura 4.1. Actividad de los péptidos frente a E. coli. Densidad oéptica relativa en funcién de la
concentracion al final del ensayo con E. coli; un valor de 1 indica actividad nula. En gris se
indican los valores obtenidos con el péptido original Lv_RR32 en un ensayo previo®. La escala
horizontal es logaritmica.

Tabla 4.2. Recuento en placa: E. coli

Densidad 6ptica UFC Concentracion
del preinéculo del inéculo
[McFarland] 102 103 107 [UFC/ml]
8 4,42 198 19 4 2,0 x 10°
w
4,58 184 14 1 1,8 x 10°

Resultados de los ensayos de recuento microbiano con E. coli.

4.1.2 Ensayos con S. aureus

En la Tabla 4.3, la Tabla 4.4 y la Figura 4.2 se muestran los resultados obtenidos en los
ensayos con S. aureus. Como en el caso de E. coli, no se observé una correlacion entre la
actividad antimicrobiana y la concentraciéon del péptido, aunque en este caso se
obtuvieron valores de densidad Optica relativa algo menores (de ~0,7 para todos los
péptidos y todas las concentraciones). Este resultado contrasta con el comportamiento del
péptido completo, que presentd una actividad importante hasta valores de concentracion

relativamente bajos (MIC < 1 uM)?,

22/49



Resultados

Tabla 4.3. Valores de absorbancia del ensayo con S. aureus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,230 0,809 0,734 0,727 0800 0,794 0,791 0855 0,809 0,898 0,892 0,974
B 0,234 0,718 0,612 0,669 0645 0623 0593 0669 0680 0661 0,693 0,858
C 0,234 0,689 0,707 0,675 0646 0,597 0,571 0672 0,607 0,642 0,774 0,833
D 0,233 0,763 0,688 0,682 0675 069 058 068 0650 0,715 0,723 0,903

E 0,270 0,727 0,757 0,653 0,685 0,687 0,256 0,22 0,202 0,208 0,171 0,930
F 0,242 0,732 087 0,779 0,734 0,757 0,176 0,014 0,017 0,013 0,012 1,003
G 0,205 0,729 0802 069 069 0,745 0,182 0,016 0,012 0,012 0,011 0,983

H 0,220 0,880 0,754 083 0864 0922 0,237 0,012 0,001 0,009 0,006 1,006

Blanco T1 T2 T3 T4 15 T1 T2 T3 T4 T5  Control

Matriz de valores de absorbancia para uno de los ensayos con S. aureus.

Tabla 4.4. Actividad de los péptidos frente a S. aureus

Concentracion [uM]

50 200 100 50 0,78 0,39 0,20
T1 0,68 0,71 0,51 0,72
+0,15 +0,15 +0,10 0,20
- 0,65 0,63 0,65 0,84
0,12 +0,15 0,12 0,18
q 3 0,62 0,64 0,60 0,69
8 0,15 0,11 10,14 0,21
3 1a 0,64 0,61 0,64 0,68
“ 0,04 0,12 10,14 0,20
T5 0,62 0,59 0,72 0,72
10,20 0,15 10,16 0,22

0,00 0,73 0,92

Lv_RR32 +000 £0,08 £0,14

Densidad Optica relativa de los cultivos de S. aureus en funcidn de la concentracion de los cinco péptidos.
Se muestran por comparacion algunos resultados previos del grupo de investigacidon para el péptido
completo Lv_RR32.

Tabla 4.5. Recuento en placa: S. aureus

Densidad 6ptica UFC Concentracion
del preinéculo del inéculo
[McFarland] 1072 103 10 [UFC/mI]
§ Dia1l 2,07 >300 >300 >300 -
Vg; Dia 2 1,85 >300 103 8 1,0 x 10°

Resultados de los ensayos de recuento microbiano con S. aureus.
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Figura 4.2. Actividad de los péptidos frente a S. aureus. Densidad dptica relativa en funcion de la
concentracion al final del ensayo con S. aureus; un valor de 1 indica actividad nula. La escala
horizontal es logaritmica.

4.1.3 Ensayos con C. albicans

En la Tabla 4.6 y la Figura 4.3 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos con
C. albicans para los distintos péptidos, asi como resultados previos obtenidos para el

péptido completo. La Tabla 4.7 muestra los resultados del recuento en placa.

Tabla 4.6. Actividad de los péptidos frente a C. albicans

Concentracion [uM]

200 100 50 25
o 0,81 0,86 0,88 _
+0,04 +0,06 +0,06
o 0,82 0,86 0,91 _
+0,06 +0,06 +0,05
2 - 0,76 0,85 0,94 _
S 0,08 0,08 +0,04
3 4 0,79 0,87 0,95 _
X +0,05 0,06 +0,05
s 0,79 0,89 0,95 _
+0,05 +0,06 +0,05
0,12 0,69
Lv_RR32 +0,02 +0,08

Densidad dptica relativa de los cultivos de C. albicans en funciéon de la
concentracion de los cinco péptidos. Se muestran por comparacion
algunos resultados previos del grupo de investigacion para el péptido
completo Lv_RR32%0,
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Figura 4.3. Actividad de los péptidos frente a C. albicans. Densidad dptica relativa en funcién de la
concentracion al final del ensayo con C. albicans; un valor de 1 indica actividad nula. En gris
se indican los valores obtenidos con el péptido original Lv_RR32 en un ensayo previo®. La
escala horizontal es logaritmica.

Como en los ensayos anteriores con E. coli y S. aureus, la actividad antimicrobiana
observada fue muy escasa para todos los péptidos y todas las concentraciones, aunque en
este caso se observo una correlacion con la concentracion, con valores de densidad optica
relativa que aumentan desde ~0,8 en el extremo superior del intervalo considerado hasta
valores =0,9 en el extremo inferior. Una vez mas, este resultado contrasta con el
comportamiento del péptido completo, que seguia presentando una actividad importante
a valores de concentracion inferiores a los considerados en este ensayo (aunque en este

caso no se determiné un valor para la MIC)?,

Tabla 4.7. Recuento en placa: C. albicans

Densidad 6ptica UFC Concentracion
del preindculo del inéculo
[McFarland] 1072 103 10+ [UFC/ml]

wv

<

S

s 1,50 117 7 1 1,1 x 105

S

o

Resultados de los ensayos de recuento microbiano con C. albicans.
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4.2 Ensayo con eritrocitos humanos

En la Tabla 4.8 y la Figura 4.4 a continuacion se muestran los resultados obtenidos en los

ensayos de actividad hemolitica.

Tabla 4.8. Actividad hemolitica de los péptidos

Concentracion [uM]

50 25 12,5 6,25
@ T1 815 1045 242 242
g T2 03 03 0%} 03
§ T3 3:3 0+4 0*3 0*2
'§ T4 6t4 8+4 745 7+4
E T5 5+5 5+5 243 13

Valores porcentuales de actividad hemolitica de los cinco
péptidos en funcion de la concentracion.

La actividad hemolitica observada en el intervalo de concentraciones estudiado fue nula

en el caso de los péptidos T2 y T3 y muy pequeiia (con valores <10 %) en el caso de los

demas péptidos.

10 4

Actividad relativa [%)]

wn

Eritrocitos
humanos

100 50

25 12,5 6,25 3,13
Concentracién (uM)

Figura 4.4. Actividad hemolitica relativa de los péptidos en funcién de la concentracién. La escala

horizontal es logaritmica.
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4.3 Modelos bioinformaticos

4.3.1 Estructura tridimensional con [-TASSER

I-TASSER predice una estructura secundaria de plegamiento irregular para todos los

residuos de todos los modelos: es decir, tanto el péptido completo como los péptidos

derivados tienen la estructura extendida caracteristica de los PrAMP, sin hélices a ni

laminas B, como se confirma por el analisis del visor Jmol. El nivel de confianza atribuido

a esta prediccion es generalmente alto con algunas excepciones, de las cuales la mas

notable es la secuencia RIRIR que comparten Lv. RR32 y T1. La calidad de la topologia

de los modelos, medida por la puntuacion C, es satisfactoria para todos los péptidos

truncados. Las predicciones se resumen en la Tabla 4.9 y la Figura 4.5.

Tabla 4.9. Estructura espacial predicha con I-TASSER

Nivel de confianza de la estructura secundaria

D
Nmoa € TM RI;VIS
A RRIRIRPPRLPRPRPRPWFPPRFPIPRIPGKHR
Lv_RR32| 5 -1,97 0,48 +§'§95111688788888888788877667678889
0,5
T1 1 0,07 0,72 940026388829
*0,5
0,5
T2 2 003 0,72 987777 88 838
*0,5
0,5
T3 1 -0,10 0,70 97776788 88
+0,5
0,5
T4 3 -0,31 0,67 98777567729
*0,5
0,5
5 2 -0,23 0,68 985667738389
+0,5

Nmod: NUmMero de modelos calculados; C: puntuacion C; TM: puntuacion TM; RDMS: desviacién cuadratica media del modelo
respecto al centroide de simulaciones. Un nimero bajo de modelos indica una convergencia rapida del algoritmo. Se
consideran satisfactorios los valores de C >—1,5. Todos los residuos de todos los modelos tienen una estructura secundaria
de plegamiento irregular (coil). Nivel de confianza de la estructura secundaria: 0 = minimo, 9 = maximo. Cédigo de colores
de la calidad de la prediccion: verde: satisfactorio; naranja: limite; rojo: insatisfactorio.
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RRIRIRPPRLPRPRPRPWFPPRFPIPRIPGEKTR

T1

T2

T3 @\ e

T4 N

T5

Escala de hidrofobicidad: -:-

-20 0 20

Figura 4.5. Estructura tridimensional de los péptidos con I-TASSER. Modelos de estructura tridimensional
y caracter hidréfobo predichos por I-TASSER. Esqueleto: azul: extremo aminoterminal; rojo:
extremo carboxiterminal. La escala relativa de tamafios es aproximada.
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4.3.2 Actividad antimicrobiana con DBAASP

Las predicciones de la herramienta de DBAASP se muestran en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Actividad antimicrobiana segiin DBAASP

Tipo de muestra
(cepa)

Escherichia coli
(ATCC 25922, CECT 434)

Staphylococcus aureus
(ATCC 25923, CECT 435)

Candida albicans
(ATCC 90028)

Eritrocitos humanos

Péptido

Lv_RR32
Lv_T1
Lv_T2
Lv_T3
Lv_T4
Lv_T5
Lv_RR32
Lv_T1
Lv_T2
Lv_T3
Lv_T4
Lv_T5
Lv_RR32
Lv_T1
Lv_T2
Lv_T3
Lv_T4
Lv_T5
Lv_RR32
Lv_T1
Lv_T2
Lv_T3
Lv_T4
Lv_T5

Actividad

Activo

No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo
No activo

No activo

Valor
predictivo

0,84
0,63
0,67
0,65
0,79
0,79
0,72
0,83
0,91
0,78
0,88
0,88
0,91
0,87
0,94
0,91
0,88
0,91
0,62
0,85
0,96
0,96
0,92
0,90

Predicciones de la actividad antimicrobiana de los distintos péptidos con
DBAASP. El valor predictivo indicado es el positivo cuando el resultado es
«activo» y el negativo cuando es «no activo» para los tres microorganismos

y viceversa para los eritrocitos.

4.3.3 Actividad antimicrobiana con CAMPr3;

Resultados

Las predicciones de los cuatro algoritmos de la herramienta de CAMPRr3 se muestran en

la Tabla 4.11.
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Tabla 4.11. Actividad antimicrobiana segin CAMPg;

SVM Bosques aleatorios Redes neuronales Andlisis discriminante
Péptido

Clase Prob. Clase Prob. Clase Prob. Clase
Lv_RR32 Activo 0,999 Activo 0,904 Activo 0,998 Activo
Lv_T1 Activo 0,783 Activo 0,655 Activo 0,942 Activo
Lv_T2 Activo 0,581 Activo 0,514 Activo 0,955 No activo
Lv_T3 Activo 0,556 Activo 0,578 Activo 0,937 No activo
Lv_T4 No activo 0,293 Activo 0,530 Activo 0,748 Activo
Lv_T5 Activo 0,609 Activo 0,524 Activo 0,830 Activo

Predicciones de la actividad antimicrobiana de los distintos péptidos con CAMPgs. Prob.: probabilidad de la prediccién.

En lo que respecta a la coherencia interna, se obtuvieron resultados concordantes en el
caso de Lv_RR32, T1 y T5 (los cuatro algoritmos arrojaron el mismo resultado) y
discordantes en el caso de T2, T3 y T4 (tres algoritmos de cuatro predijeron actividad
antimicrobiana). En lo que respecta a la coherencia con los datos experimentales, solo las
predicciones para el péptido completo y las de SVM para Lv_T4 concuerdan, ya que en
todos los demads casos se predijo actividad in silico, pero no se observo in vitro. La
probabilidad asociada a la prediccion es generalmente baja en el caso de los péptidos

truncados, lo que implica una fiabilidad baja.

4.3.4 Actividad antifingica con Antifp

Las predicciones de Antifp sobre la actividad antifiungica se muestran en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12. Actividad antiftingica segun Antifp

®
o ®
S c L R
.g ‘S © -g = 8
2 g 8 g 3 =
2 2 3 ° g ° )
& S o z T z 5
a [-% I < I o
Lv_RR32 0,09 Activo -0,50 0,96 0,58 12,00
Lv_T1 -0,10 No activo -0,70 1,23 0,96 5,00
Lv_T2 0,01 Activo -0,69 0,98 1,02 4,00
Lv_T3 -0,09 No activo -0,46 0,74 0,31 3,00
Lv_T4 -0,60 No activo -0,11 0,49 -0,26 2,00
Lv_T5 0,48 Activo -0,24 0,78 0,26 3,00

Actividad antifungica y propiedades relacionadas predichas por Antifp.
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La prediccion no concuerda con los datos in vitro para los dos péptidos T2 y TS y

concuerda para los demas péptidos.

4.3.5 Interaccion con membranas predicha con PPM

A continuacion, se muestran algunas predicciones realizadas con la herramienta PPM.
Dado el elevado niimero de pardmetros a considerar (péptido y tipo de membrana), solo

se mostraran algunos ejemplos representativos.

4.3.5.1 Interaccion con membranas de bacterias gramnegativas

La Figura 4.6 muestra la insercion de Lv. RR32 y los cinco péptidos derivados en un
modelo de membrana gramnegativa. Para todos los péptidos se predijo un pequefio grado
de insercion en la membrana externa (unos pocos A, frente a un espesor hidrofobo de la
bicapa de 23,9 A; véase la Tabla 4.13). T1, T2 y T3 se insertan por la parte central, donde
cuentan con varios residuos hidrofobos; T4, que tiene una estructura de mancuerna con
dos extremos hidréfobos, penetra por los extremos; por ultimo, TS5, que cuenta con 4
residuos hidrofobos consecutivos en el extremo aminoterminal, penetra con una

inclinacién mucho mas proxima a la vertical alcanzando una profundidad mayor.

Tabla 4.13. Parametros de insercion de los péptidos en modelos de membrana

Gramnegativa Grampositiva Hongos
Profund. Angulo Profund. Angulo Profund. Angulo
Lv_RR32 2,1A 55° 2,0A 52° 2,1A 55°
T1 3,1A 82° 2,5A 83° 2,9A 82°
T2 3,7A 78° 39A 74° 3,7A 78°
T3 2,6 A 76° 2,7A 78° 2,7A 78°
T4 3,0A 86° 3,1A 86° 3,1A 86°
T5 6,7 A 55° 6,8 A 48° 7,0 A 58°

Parametros espaciales de insercién de los péptidos en modelos de membrana segiin PPM.

4.3.5.2 Interaccion con membranas de bacterias grampositivas u hongos

Las predicciones de PPM para el caso de membranas de bacterias grampositivas o de
hongos fueron muy parecidas a las del caso anterior, como es esperable dada la
aproximacion del modelo (la unica diferencia es el espesor de la bicapa, que para una
proteina periférica no es relevante). La Figura 4.7 compara los dos modelos para el

péptido T4.
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Lv_RR32

T1

T2

Figura 4.6. Interaccion con membranas de bacterias gramnegativas predicha por PPM. Rojo:
pseudoatomos de la capa superior de la membrana externa; azul: pseudoatomos de la capa
inferior de la membrana externa.
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Bacteria grampositiva Hongo

Figura 4.7. Interaccion con membranas de bacterias grampositivas y hongos. Comparacién del modelo
de interaccion del péptido T4 con membranas de bacteria grampositiva (izquierda) y hongo
(derecha). Paneles superiores: vista diagonal; paneles intermedios: vista superior; paneles
inferiores: como los intermedios, resaltando las regiones polares (magenta) e hidréfobas (gris)
del péptido. Rojo: pseudoatomos de la capa superior de la membrana; azul: pseudoatomos de

la capa inferior.
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5 DISCUSION

A continuacion, se discutiran brevemente las posibles fuentes de incertidumbre

experimental y se analizaran los resultados.

5.1 Fuentes de error experimental

Los resultados in vitro mostrados en el capitulo anterior indican de forma inequivoca que
los péptidos truncados no tienen actividad antimicrobiana. A pesar de que el resultado es
contundente, es buena practica de laboratorio controlar y cuantificar los posibles errores
experimentales. En este apartado, se describiran algunas posibles fuentes de error del

proyecto y se indicardn estrategias para minimizar su impacto.

5.1.1 Precisién interna del instrumento: medidas de densidad optica

Al realizar dos lecturas consecutivas de una muestra, los valores difieren a partir del
segundo o tercer digito decimal, tanto si se deja la placa en el lector entre una lectura y
otra como si se saca y se vuelve a introducir. Por lo tanto, en el analisis de los resultados

es suficiente considerar dos digitos significativos.

5.1.2 Precision interna del ensayo: efecto de borde en las microplacas

En los ensayos antimicrobianos realizados, la densidad dptica es sistematicamente mas
alta en los bordes de la placa (Figura 5.1). Este fendmeno es consecuencia de la
evaporacion diferencial a través de la placa, que aumenta la concentracion de la solucion
en los pocillos externos, y esta descrito, aunque no explicado, en la literatura®>-°, Los
datos pueden explicarse con un mayor crecimiento bacteriano en los pocillos externos:
aunque la evaporacion aumenta tanto la concentracion del péptido como la de los
nutrientes, si el péptido es inactivo el Unico efecto relevante es el aumento de la
concentracion de los nutrientes, que favorece la proliferacion bacteriana. Esta explicacion
concuerda con el hecho de que los pocillos del blanco no estan practicamente afectados.
Notese, ademas, que la dispersion obtenida con 3 medidas es sistematicamente inferior a
la que se obtiene considerando las 4 réplicas. En consecuencia, en los ensayos con tiempo
de incubacion largo se tomaron en cuenta solo las 3 réplicas mas internas de cada caso.
Asimismo, en los ensayos en los que la placa era incompleta se afiadio solucion del blanco

a los pocillos colindantes con los pocillos de las muestras (véase la Figura 3.4). En los
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ensayos de hemolisis no fue necesario excluir el pocillo del borde de la placa dado el

corto tiempo de incubacion.

1,000

0,900 A [ T

m 4 réplicas >T_[_

0,800 - O3 réplicas

0,700 l {» %  — v’ . I—L
0,600 - : l

0,500 A

0,400 4

Absorbancia a 595 nm

0,300 A

0,200 A

0,100 A

0,000

Blanco 11 T2 T3 T4 T5 Control
Muestra

Figura 5.1. Efecto de la evaporacion en el borde de la placa sobre la proliferacion bacteriana. Valores
medidos de absorbancia promediados sobre las 4 réplicas (barras de colores lisos) o las 3
réplicas mas internas (barras de cuadros), para la dilucion intermedia (100 uM) del ensayo con
S. aureus.

5.1.3 Sedimentacion de las muestras de cultivos

Dado que las placas se incubaron sin agitacion, la sedimentacion de las muestras puede,
en principio, afectar los resultados. Para evaluar este se efecto, se resuspendieron las
muestras de una de las microplacas bombeando manualmente el contenido de los pocillos
con una pipeta multicanal y, a continuacion, se repitio la medida. El resultado no difirié
sustancialmente de la medida previa a la agitacion, dentro de los limites especificados en

el apartado 5.1.1.

5.1.4 Formacion de biofilm

Las cepas bacterianas utilizadas son importantes formadoras de biofilm*7-3°, Los ensayos
se llevaron a cabo sin agitacion, lo que podria haber propiciado la formacion de biofilm

e interferido con la accidon antimicrobiana, ya que la presencia de biofilm reduce la
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susceptibilidad de los microorganismos a los antibioticos en factores de entre 10 y 1000

respecto a los microorganismos planctonicos'?. Este efecto no se ha controlado.

5.1.5 Proporcion de medio de cultivo a concentraciones altas

Para los péptidos T1 y T3, la actividad parece aumentar al disminuir la concentracion del
péptido en el ensayo con S. aureus. Este comportamiento podria ser un artefacto no
relacionado con la actividad del péptido, sino con la menor concentracion de medio de
cultivo: en el caso de la dilucion D1 (concentracion final de 200 uM), el medio de cultivo
representa solo el 80% del volumen, y el resto es el agua de disolucion del péptido. Notese

que se trata del efecto opuesto al efecto de borde descrito en el apartado 5.1.2.
5.2 Actividad de los péptidos

5.2.1 Actividad observada in vitro

En términos generales, los resultados experimentales muestran una actividad
antimicrobiana escasa o nula para las distintas especies estudiadas a todas las

concentraciones.

En el caso de E. coli, 1a actividad de los cinco péptidos es casi nula en todo el intervalo
de concentraciones explorado, en neto contraste con el comportamiento del péptido
completo observado en ensayos anteriores'®??. No se detecta ninguna correlacion con la
concentracion, con la unica excepcion del péptido T1, que muestra indicios de un
aumento de la actividad para concentraciones =50 uM. La mayor actividad de T1 frente
a los otros fragmentos concuerda cualitativamente con trabajos previos sobre otros
péptidos que localizan el dominio activo en el extremo aminoterminal del péptido
completo!'®!31%; por otro lado, la debilidad de la tendencia observada concuerda con la
existencia de una longitud de corte (superior a la de T1) por debajo de la cual no se espera
actividad apreciable!'®!%, Considerando las incertidumbres, se trata de explicaciones

tentativas mas que de conclusiones robustas; en cualquier caso, las concentraciones muy

altas carecen de interés a efectos de posibles aplicaciones practicas de los péptidos.

Los resultados obtenidos con E. coli 'y el hecho de que los PrAMP suelen ser mds activos
frente a las bacterias gramnegativas respecto a las grampositivas motivaron que para
S. aureus se exploraran concentraciones mas altas. Los resultados son parecidos a los

encontrados con E. coli tanto en el aspecto cualitativo como en el cuantitativo: los valores
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de actividad son pequeiios, con una tendencia incipiente hacia el aumento de la actividad
con la concentracion y valores absolutos proximos a los obtenidos con E. coli en el inico
valor de concentraciéon comun entre los dos ensayos (50 uM). La tendencia observada es
muy moderada (la pendiente de las curvas de la Figura 4.2 es pequeia), lo que impide
atribuir el efecto a la inhibicion de la sintesis proteica y sugiere que podria tratarse de un
artefacto ligado a la composicion del medio de cultivo (véase el apartado 5.1.5) o de otro
mecanismo inespecifico de toxicidad. En todo caso, esta posible actividad carece de

interés practico dadas las altas concentraciones.

Los resultados de los ensayos con C. albicans son parecidos a los obtenidos con las dos
especies bacterianas: una actividad antimicrobiana inespecifica con una tendencia
incipiente a aumentar con la concentracion, con valores muy pequefios incluso a las

concentraciones mas altas.

La citotoxicidad de los péptidos, evaluada mediante el ensayo de actividad hemolitica, es
muy baja o nula para todos los péptidos y todas las concentraciones consideradas. Si bien
este es un resultado favorable de cara a una posible aplicacion terapéutica del farmaco,

resulta irrelevante a la luz de los resultados negativos de actividad.

La falta de actividad antimicrobiana observada motivé que no se realizara el ensayo de

integridad de las membranas con Sytox Green.

5.2.2 Actividad predicha in silico

[-TASSER predice para el péptido completo y los 5 fragmentos una estructura de
plegamiento irregular y le atribuye valores de confianza altos en todos los residuos, a
excepcion de las regiones alrededor de las isoleucinas (Tabla 4.9). Las posibles razones
son la escasez de plantillas adecuadas en la PDB o la posible inestabilidad de secuencias
que alternan residuos polares e hidréfobos muy proximos, como RIRIR (Lv_RR32(2-6)).
Por otro lado, el algoritmo considera la topologia resultante correcta (C > —1,5) en el caso
de los fragmentos; no asi para el péptido completo (C =-1,97). Interpretamos esta
diferencia como el efecto de la longitud del péptido, que amplifica las incertidumbres

derivadas de la escasez de plantillas adecuadas.

DBAASP predice correctamente que ninguno de los cinco péptidos truncados presenta
actividad, pero falla al predecir la ausencia de actividad de Lv_. RR32 frente a C. albicans
y S. aureus'*?°. Puede haber distintas razones para la discrepancia. En primer lugar, la
actividad de un AMP frente a un microorganismo dado puede variar en funcion de la
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cepa: esto se ha observado en el caso de péptidos derivados de Bac5 y Bac7 frente a E.
coli'® y podria explicar la discrepancia parcial entre los resultados de Lv. RR32 obtenidos
por Atance (2022) y Sola (2020), quienes usaron la misma cepa de E. coli (obteniendo el
mismo MIC) y cepas distintas de S. aureus y C. albicans (obteniendo MIC distintos)'%2,
Las predicciones de DBAASP se refieren a la misma cepa de E. coli usada en este trabajo,
pero a cepas distintas en el caso de S. aureus y C. albicans. A la luz de estos resultados,
no podemos excluir que la actividad de Lv. RR32 frente a C. albicans 'y S. aureus también
dependa de la cepa considerada. En segundo lugar, el organismo mas representado en la
base de datos es E. coli, con un 50 % de ejemplos més que S. aureus y 6 veces mas que
C. albicans, por lo que las predicciones relativas a E. coli son mas robustas que las
relativas a los otros dos organismos estudiados. En tercer lugar, los PrAMP de la base de
datos con la que se ha entrenado la herramienta son menos del 2 % del total*’, por lo que
es esperable que la fiabilidad de las predicciones no sea muy alta para esta clase de

péptidos.

CAMPr3 también falla, si bien en la direccion opuesta, ya que predice actividad
antimicrobiana para todos los fragmentos. Ni el sitio web ni los articulos a los que remite
ofrecen detalles sobre el cdlculo de la probabilidad de la prediccion, pero podemos
formular algunas hipotesis sobre las razones de la discrepancia entre estos resultados y
los ensayos in vitro: por un lado, la herramienta se ha entrenado sobre una base de datos
que no contiene péptidos extendidos y muy pocas secuencias parcialmente extendidas
(solo 16 péptidos tienen al menos el 50% de residuos con plegamiento irregular). Por otro
lado, una evaluacion de CAMPr3 frente a DBAASP en un conjunto de datos de
entrenamiento muestra que CAMPRrs3 tiene una sensibilidad mayor (detecta mas del 90 %
de los péptidos activos frente al ~75 % de DBAASP), pero una especificidad muy inferior
(un 75 % de los péptidos considerados activos son, en realidad, falsos positivos, frente a
solo el ~15 % en el caso de DBAASP): en otras palabras, CAMPRrs3 tiende a sobreestimar
la actividad®’, lo que concuerda con los resultados de este trabajo (Tabla 4.10 y Tabla

4.11).

Antifp atribuye erroneamente propiedades antifingicas a T2 y TS5, un resultado que se
explica considerando varios factores. Por un lado, una puntuacion préxima a 0 equivale
a una asignacion poco robusta, por lo que T2, con una puntuacion de 0,01, se sitia en la
frontera entre los dos grupos (antifungicos/no antifiungicos). Aunque la frontera entre los

dos grupos esta fijada por defecto en 0, puede variarse arbitrariamente en funciéon de los
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valores de sensibilidad y especificidad deseados; en particular, si se desea obtener una
especificidad alta (pocos falsos positivos), es recomendable elegir un valor limite
relativamente alto; si se eligiera, por ejemplo, un valor de +0,50, TS5 también se
consideraria inactivo (aunque, en ese caso, Lv. RR32 también resultaria inactivo). Un
problema de Antifp a efectos de este trabajo es que solo el 3 % (36 de 1168) de los
péptidos activos y el 5% (57 de 1168) de los inactivos del conjunto de entrenamiento
tienen una longitud de 10 aminoacidos o menos, por lo que es esperable que las
predicciones no sean muy fiables para estos tamafios (de hecho, los autores recomiendan
aplicar la prediccion solo a péptidos de al menos 15 aminoacidos [P. Agrawal,
comunicacién privada], a pesar de que el conjunto de entrenamiento contiene péptidos
con longitudes de hasta 4 aminoacidos). Por ultimo, el andlisis detallado de la base de
datos de entrenamiento, descargable desde la pagina web de Antifp, muestra que, entre
los péptidos de 10 aminoacidos o menos del conjunto de entrenamiento, ninguno de los
péptidos activos y solo 4 de los inactivos son PrAMP. Esto, por un lado, indica que un
posible PrAMP corto podria no ser correctamente identificado por Antifp; por otro, es
una prueba indirecta de que los PrAMP cortos tienden a ser inactivos, lo que anticipa una

conclusion que se expondra mas adelante.

Por ultimo, los modelos de PPM de interaccion con membranas basados en la estructura
tridimensional calculada por I-TASSER muestran, en todos los casos, una capacidad de
inserciéon moderada de los distintos péptidos en las membranas. No se observa ninguna
correlacion entre las caracteristicas de esta interaccion (la profundidad y el dngulo de
penetracion o el tamaio del posible orificio) y los valores de actividad medidos en cada
caso. Superficialmente, esto pareceria confirmar los resultados experimentales previos
sobre el péptido completo (la actividad antibacteriana de Lv_RR32 no conlleva la
destruccion de la membrana'?®) y los del presente trabajo sobre los fragmentos (ninguno
de los fragmentos presenta actividad citolitica). Sin embargo, el modelo de PPM de
interaccion con membranas de la catelicidina humana Hs LL37, un péptido con un modo
de accidn citolitico, es indistinguible de los modelos presentados en este trabajo: la razon
es que PPM solo permite predecir la disposicion espacial de un péptido en la membrana,
pero no la evolucion del sistema, que depende de muchos factores no tomados en cuenta
en este modelo sencillo, como la accion colectiva de varias moléculas o la existencia de

transportadores de membrana.
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5.2.3 Implicaciones de los resultados y perspectivas futuras

Los resultados in vitro muestran de forma inequivoca que los fragmentos analizados no
son activos. Los datos previos disponibles sobre el péptido completo y los datos
publicados sobre péptidos similares sugieren que la inactividad es consecuencia del
tamafio excesivamente pequenio de los fragmentos. Si bien existen péptidos activos muy
pequefios —Ilos hay de tan solo 6 aminoacidos®—, lo habitual es una longitud minima de
~13-15 aminoacidos*. Los datos publicados sobre Bac5 y Bac7 —dos péptidos con alto
grado de similitud con Lv_RR32, en particular, en el extremo aminoterminal— apuntan
a un posible valor de corte de unos 15 aminodacidos, que deberia explorarse en futuros
trabajos. Los mismos argumentos respaldan que se prioricen los fragmentos que incluyen

el extremo aminoterminal de Lv. RR32.

Los experimentos llevados a cabo en este trabajo no permiten determinar la causa de la
inactividad, es decir, si en los péptidos cortos falla el mecanismo de transporte al interior
de la célula o la inhibicién de la sintesis proteica. Para aclarar este aspecto, los
experimentos futuros deberian incluir ensayos de permeabilidad con péptidos de tamafios

proximos a 15.

Otro aspecto que queda por determinar es el mecanismo de transporte. Sabemos que, en
algunos casos, el transporte ocurre via SbmA'>!7, pero también que hay al menos un
modo de transporte alternativo'®. Para identificar los mecanismos alternativos, podrian
plantearse ensayos de actividad con cepas mutantes de E. coli u otro microorganismo,
siguiendo la estrategia que llevo a la identificacion del papel causal de SbmA, que
consiste en comparar el genoma de las cepas resistentes con el de las cepas vulnerables!”.
Ademés, la identificacion de otros mecanismos de accion para péptidos y
microorganismos especificos podria dar pistas para entender ciertas diferencias clave
entre los péptidos, como el hecho de que Bac7 y otros PrAMP no tienen actividad contra

bacterias grampositivas y Lv. RR32 si.

Un punto relacionado con el anterior es el posible papel de la cepa del microorganismo.
Una vez determinado el tamafio minimo de péptido que conserva las propiedades
antibacterianas, deberia estudiarse si la cepa influye sobre la actividad. La posible
sensibilidad del potencial antimicrobiano a la cepa del microorganismo podria representar

una ventaja (una mayor especificidad, que puede ser deseable para ciertas aplicaciones)
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asi como una desventaja (una mayor vulnerabilidad a las resistencias). Se trata, en

cualquier caso, de un aspecto a estudiar en trabajos futuros.

En cuanto a los modelos in silico, en este trabajo solo se han usado para sacar
conclusiones ex post facto y no para guiar los ensayos en el laboratorio. Esto ha sido
consecuencia de una circunstancia favorable —Ia disponibilidad de datos experimentales
solidos, que siempre mandan sobre el modelo—, pero también de limitaciones, como la
inexperiencia de la autora de este trabajo, que impide el pleno aprovechamiento de las
numerosisimas herramientas informaticas existentes, asi como las aproximaciones
intrinsecas de los modelos. Ambos factores solo pueden mejorar, y en futuras
investigaciones las mismas herramientas que se usaron en este trabajo podrian servir para

guiar decisiones experimentales o para ayudar la interpretacion de los datos.

A medida que se acumulen estudios de este tipo, tanto experimentales como
bioinformaticos, se podra esclarecer la relevancia de todas las variables en juego e,
idealmente, pasar de un nivel de comprension fenomenoldgico a un modelo molecular
detallado que explique la accion antimicrobiana mediante mecanismos y motivos

estructurales especificos!'®!®

. Esto permitird optimizar la estrategia de busqueda de
nuevos péptidos naturales y sistematizar su modificacion quimica, y proporcionara
criterios explicitos para construir péptidos hibridos o totalmente sintéticos; de forma que,
quizas, podamos aplicar a los péptidos antimicrobianos las reflexiones sobre la penicilina

con las que Fleming concluy6 su discurso:

«And we are not at the end of the penicillin story. Perhaps we are only just at the beginning.
We are in a chemical age and penicillin may be changed by the chemists so that all its

disadvantages may be removed and a newer and a better derivative may be produced».
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6 CONCLUSIONES

Los cinco péptidos analizados presentan una actividad antimicrobiana in vitro
frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans muy inferior
a la del péptido completo, lo que sugiere que el mecanismo antimicrobiano de los
péptidos truncados difiere del del péptido completo.

La escasa actividad antimicrobiana observada en los ensayos in vitro sugiere que
los péptidos truncados no comprometen la integridad de las membranas de los
microorganismos estudiados.

La escasa o nula dependencia con la concentracion de la actividad antimicrobiana
observada en los ensayos in vitro sugiere que el mecanismo antimicrobiano de los
péptidos truncados es inespecifico.

A las concentraciones estudiadas, ninguno de los cinco péptidos presenta una
actividad hemolitica apreciable frente a los eritrocitos humanos.

El modelado in silico de la estructura de los cinco péptidos permitié estudiar la
interaccién con membranas simuladas, pero no fue posible extraer conclusiones
sobre la relacion entre la actividad observada y los parametros principales de la
interaccion, como el angulo y el nimero de residuos embebidos.

El modelado in silico de la actividad antimicrobiana de los cinco péptidos arroja
resultados generalmente en desacuerdo con los ensayos in vitro, lo que podria
deberse al pequeiio tamafio de los péptidos y a su estructura extendida,

escasamente representados en las bases de datos.
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