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Resumen.

La presion selectiva que ejerce el uso masivo de antibioticos convencionales sobre las
bacterias y la facilidad de éstas para intercambiar material genético ha fomentado el
répido desarrollo de bacterias multirresistentes a antimicrobianos. Para solventar este
problema se ha planteado el uso de péptidos antimicrobianos (PAMSs), que forman parte
del sistema inmunitario innato de practicamente todas las formas de vida y podrian ser
prometedores en la terapia de enfermedades infecciosas. Ademas, ofrecen ciertas ventajas
como una menor predisposicion a las resistencias antimicrobianas, un efecto sinérgico
con los antibidticos tradicionales y un amplio espectro de actividad. Existen diferentes
familias de PAMs segln el organismo dénde se identifiquen. Las catelicidinas son
péptidos cationicos de mamiferos que desempefian una funcion en la respuesta
inmunitaria innata de los mamiferos contra infecciones bacterianas. Las catelicidinas
inactivan a los microorganismos, normalmente mediante la desestabilizacion de sus
membranas, induciendo su ruptura. Se ha demostrado la actividad antibacteriana de iones
metalicos, como los iones de zinc que se usan para prevenir el crecimiento de
microorganismos; o los iones de cobre, que frecuentemente se usan como agentes activos
en biocidas inorganicos, especialmente en dmbitos hospitalarios. En este estudio se
evaluara la actividad antimicrobiana in vitro de dos catelicidinas naturales; la
Indolicidina, de vaca (Bos taurus) y Lv-RR32, del delfin de agua dulce (Lipotes vexillifer)
en presencia de los iones metalicos zinc y cobre, administrados en forma de sales

metalicas.
Abstract.

The selective pressure exerted on bacteria by the massive use of conventional antibiotics
and the ease with which bacteria can exchange genetic material has encouraged the rapid
development of bacteria that are multidrug-resistant to antimicrobials. To solve this
problem, the use of antimicrobial peptides (AMPs), which are part of the innate immune
system of practically all forms of life, has been proposed and could be promising in the
therapy of infectious diseases. In addition, they offer certain advantages such as a lower
predisposition to antimicrobial resistance, a synergistic effect with traditional antibiotics
and a broad spectrum of activity. There are different families of AMPs depending on the
organism where they are identified. Cathelicidins are mammalian cationic peptides that

play a role in the mammalian innate immune response against bacterial infections.

3



Cathelicidins inactivate microorganisms, usually by destabilizing their membranes,
inducing their rupture. The antibacterial activity of metal ions has been demonstrated,
such as zinc ions, which are used to prevent the growth of microorganisms; or copper
ions, which are frequently used as active agents in inorganic biocides, especially in
hospital settings. In this study we will evaluate the in vitro antimicrobial activity of two
natural cathelicidins; Indolicidin, from cow (Bos taurus) and Lv-RR32, from freshwater
dolphin (Lipotes vexillifer) in the presence of zinc and copper metal ions, administered in

the form of metal salts.

Keywords: cathelicidin; metal ions; antibacterial activity; MIC.

1. Introduccion.

Debido al uso generalizado de antibi6ticos, en las ultimas décadas se ha identificado un
namero creciente de bacterias multirresistentes, representando una grave preocupacion
para los centros sanitarios. Como resultado, se ha examinado el potencial terapéutico de
los antibidticos existentes a través de combinaciones con otras moléculas bioldgicas o
quimicas. Con ello se consigue reducir las dosis de farmacos, prevenir la aparicion de

resistencias y mejorar la actividad antibacteriana [1].

Una alternativa prometedora a los antibidticos convencionales son los péptidos
antimicrobianos (PAMSs), como una nueva terapia contra microorganismos resistentes a
los medicamentos [2]. Sus mecanismos de accion son menos propensos a la resistencia
microbiana que los tratamientos tradicionales [3], debido a su capacidad para
interaccionar con las membranas de una gran variedad de patégenos, como hongos,
parésitos, virus con envoltura, bacterias e incluso células cancerosas [2]. A diferencia de
los antibidticos comunes que se dirigen a una enzima metabolica especifica, los PAMs
destruyen a los microorganismos principalmente a través de un mecanismo que implica
la desestabilizacion de sus membranas, impidiendo o dificultando la aparicion de
resistencias [4]. Ademas, los PAMs tienen un amplio espectro de actividad y un efecto
sinérgico con los antibidticos convencionales, pudiendo neutralizar las endotoxinas y
modular el sistema inmune [5]. Se ha demostrado que la combinacion de péptidos
sintéticos cortos y catidnicos con antibioticos convencionales supera la actividad

antibacteriana individual de cada uno [1].



A pesar de que la investigacion de los PAMs esta en continuo avance, su desarrollo clinico
pasa por obtener PAMs mas seguros, estables, eficaces y con alta capacidad sinérgica.
Para la administracion oral, e inyecciones subcutaneas o intravenosas son deseables
ciertas propiedades [6], como una mayor selectividad, nula o reducida toxicidad o una
mayor estabilidad que implica la digestion mediante proteasas [3,5], limitando la
administracion oral e inyecciones subcutaneas o intravenosas. Una de las estrategias
usadas para resolver estos inconvenientes es el uso de peptidos miméticos o que

contengan D-aminoéacidos [2].

Los PAMs también son conocidos como péptidos de defensa del huésped, ya que forman
parte del sistema inmunitario innato de practicamente todas las formas de vida, desde
bacterias hasta vertebrados [7]. La diversidad de secuencias de aminoacidos con actividad
antimicrobiana es notable [3] y, hasta la fecha, se han registrado més de 3000 PAMs de
distintos organismos [2]. Los PAMs otorgan una importante primera linea de defensa [3].
Son moléculas efectoras sintetizadas por las células del huésped derivadas de células
mieloides; como los neutréfilos y los macrofagos. Los PAMs proporcionan proteccion
contra microorganismos. A menudo actuando directamente sobre los mismos o mediante

su union a endotoxinas bacterianas, como LPS, los efectos de la infeccion [8].

Se han descrito diferentes familias de PAMs en diversos organismos, incluyendo
defensinas, dermaseptinas o catelicidinas entre otras. A pesar de la variabilidad
estructural entre las familias, muchos PAMs son péptidos anfipaticos normalmente
helicoidales con regiones hidrofobicas orientadas en caras opuestas de la hélice [9]. Los
PAMs suelen ser catidnicos, con carga neta positiva (carga neta media 3.32) y
relativamente cortos. Tipicamente, contienen un ndmero de residuos de aminoacidos
comprendido entre 10 y 60 [10,11]. No obstante, también existen varios PAMs anidnicos
con residuos acidos como el acido aspartico [10]. En organismos eucariotas, los PAMs
estan codificados por genes [4], pero también se han descrito péptidos antimicrobianos
no codificados por genes, llamados bacteriocinas, que son sintetizados por
microorganismos procariotas [2]. Se ha demostrado que los PAMSs que contienen residuos
de triptéfano (Trp) tienen una mayor actividad antimicrobiana debido a la formacion de
enlaces de hidrégeno entre la cadena lateral aromética de Trp con una region de la
membrana, favoreciendo asi la interaccion con la superficie de las membranas celulares

bacterianas [1].



Los PAMs pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios como la composicion de
aminoacidos, la naturaleza, la conformacidn estructural, la presencia de enlaces disulfuro
y el espectro de actividad [4]. Segun su origen, éstos pueden dividirse en PAMs de
mamiferos que se encuentran en seres humanos, ovejas y otros vertebrados. Entre ellos,
destacan las familias de las catelicidinas y las defensinas, que ademas de la actividad
antimicrobiana también participan en la modulacion inmunitaria de la apoptosis y la
cicatrizacion de heridas. Los péptidos antimicrobianos derivados de insectos, como las
cecropinas, desempefian un importante papel en la adaptabilidad de los insectos a sus
habitats. Por altimo, algunos péptidos antimicrobianos derivados de microorganismos,
como las bactericinas son de utilidad en la industria agroalimentaria [10]. También
existen otros criterios de clasificacion, basado en las propiedades fisicoquimicas del
péptido. Por ejemplo, atendiendo a la carga, longitud o hidrofobicidad [2]. Segun el patron
0 estructura, los PAMSs pueden ser péptidos a-helicoidales, de ldminas B o extendidos [5].
Segln su funcién, los PAMs también se pueden clasificar en antibacterianos,
antifungicos, antivirales, insecticidas, espermicidas, anticancer, cicatrizantes e

inmunomoduladores [2].

Las catelicidinas son una familia de péptidos antimicrobianos que se han identificado en
vertebrados. Su sobreexpresion en células y tejidos de animales mejora la resistencia a
las infecciones [11]. En cuanto a su estructura, la catelicidinas contienen dominios
altamente conservados evolutivamente, como el dominio N-terminal de la catelina. Este
dominio se utiliza para la busqueda de nuevas catelicidinas en las bases de datos del
genoma [5]. La estructura primaria de las catelicidinas muestra gran heterogeneidad en
su region C-terminal, cuyo tamafio oscila entre 12 y 18 aminoéacidos [8,5]. En vertebrados
superiores las catelicidinas estan codificadas por genes con cuatro exones. EI primero
codifica un péptido sefial, los exones 2 y 3 el dominio de la catelina y el exon 4 codifica
el péptido activo antimicrobiano. En los neutréfilos, normalmente las catelicidinas se
obtienen tras la escision proteolitica del pre-propéptido por la enzima elastasa, que libera
el péptido antimicrobiano activo. Las catelicidinas inactivan a los microorganismos
normalmente a través de la interaccion con sus membranas e induciendo su ruptura y,
también desempefian una funcion inmunomoduladora contra infecciones bacterianas de

los vertebrados [11].



Se han descrito diferentes mecanismos de accion de los PAMSs, pero dependiendo de la
concentracion del péptido, el pH o la temperatura el mecanismo de accién puede variar
[5]. Por ejemplo, cuando la proporcion de péptidos y lipidos es alta, los PAMs pueden
alterar la integridad de la membrana. Se han propuesto distintos mecanismos de ruptura
de la bicapa lipidica. En el modelo de poro toroidal (Figura 1A) los PAMs se apilan
verticalmente en la membrana, se doblan y forman un poro de 1-2 nm, permitiendo la
entrada y salida de iones vitales. En el modelo de las duelas de barril (Figura 1B) los
PAMs se agregan, penetran en la bicapa como multimeros y forman canales hidrofilicos
que permiten la entrada y salida de iones vitales. En el modelo de alfombra (Figura 1C)
los PAMs actlan como si fuesen detergentes, se colocan en paralelo a la membrana,
cubren la superficie formando micelas [2,9]. Ademas de los PAMs capaces de atravesar
la membrana celular, existen otros péptidos antimicrobianos capaces abordar infecciones
bacterianas crénicas multirresistentes actuando como agentes antibiofilm, mediante la
degradacion de sefiales en el interior del biofilm, la permeabilizacion de sustancias
poliméricas extracelulares dentro de la membrana citoplasméatica o regulando su

produccion [9].

poro (1-2 nm) canal hidrofilico

efecto "detergente”

Figura 1. Mecanismos de accion de los PAMs sobre la bicapa lipidica: (A) modelo poro toroidal, (B)
modelo de duelas de barril (Barril Stave) y (C) modelo de alfombra (carpet).



Algunos PAMs se pueden unir a los iones metalicos, evitando el acceso de los
microorganismos a estos metales esenciales para su supervivencia. Ademas, la presencia
de iones metalicos puede modificar la eficacia o el modo de accion de ciertos PAMs.
Diversos patogenos requieren la obtencion de iones metalicos para su supervivencia y
virulencia; el zinc forma parte como cofactor de diversas enzimas implicadas en la
patogenicidad. El cobre, gracias a su capacidad de formar radicales hidroxilo nocivos, es
esencial para enzimas que participan en la respiracion celular y otros procesos claves de
virulencia, pero su actividad redox puede provocar toxicidad y efectos secundarios

negativos [12].

Debido a la importancia de los metales en la supervivencia de microorganismos, los
hospedadores reducen los niveles de iones metalicos mediante la secrecion de quelantes
especiales, para impedir el crecimiento de los microorganismos. Por ejemplo, la proteina
psoriasina presente en la superficie de la piel humana, penetra en la célula microbiana y
secuestra los iones de zinc; o la microplusina, derivado de la garrapata, con sitios de unién
a iones metalicos ricos en histidina (His), hace que el cobre no esté disponible para el
patdgeno. Existen PAMSs ricos en residuos de His que permiten la union especifica de
Zn?*. Un ejemplo son las histatinas, secretados por las glandulas salivales en humanos y
varios primates, estan cargadas positivamente debido a la gran cantidad de residuos de
His altamente conservados. Esta region es la responsable de la union a Zn?* a niveles
bajos de pH. Los iones metalicos pueden modificar la estructura de los péptidos, alterando
el modo de accion y mejorando su actividad antimicrobiana. Por ejemplo, la amilina,
péptido secretado junto con la insulina, en presencia del Zn?** aumenta la agregacion,

mejorando su actividad antimicrobiana [2,7].

2. Hipotesis y objetivos.

Los vertebrados que viven rodeados de patdgenos habrian desarrollado sistemas de
defensa innatos, que implican péptidos antimicrobianos con diferentes espectros de
actividad, mecanismos de accion y eficacia. En este trabajo pretendemos estudiar la
actividad in vitro de catelicidinas codificadas en el genoma de la vaca Bos taurus
(Indolicidina) y del delfin de agua dulce Lipotes veloxillifer (Lv-RR32). Particularmente
si su actividad antimicrobiana in vitro es modulada por sales de metales Zn?* y Cu?* con

el objetivo de plantear futuras aplicaciones biomédicas y agroalimentarias.



Los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de las catelicidinas Indolicidina 'y Lv-
RR32 frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

2. ldentificar el efecto bactericida o bacteriostatico in vitro de los iones metélicos
zinc y cobre en forma de sales frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

3. Evaluar si la combinacién de catelicidinas Indolicidina y Lv-RR32 y los metales
zinc y cobre modifican la actividad antimicrobiana in vitro frente a bacterias
Grampositivas y Gramnegativas.

4. Realizar un analisis bioinformético de los péptidos Indolicidina y Lv-RR32 para

tratar de complementar los resultados obtenidos mediante los ensayos in vitro.

3. Material y métodos.
3.1. Seleccion y sintesis de los péptidos antimicrobianos.

En este trabajo hemos utilizado dos catelicidinas de mamiferos, en concreto la
Indolicidina, un pequefio péptido antimicrobiano aislado de neutréfilos de la vaca Bos
taurus. La secuencia de la Indolicidina consta tan solo de 13 amino&cidos
(ILPWKWPWWPWRR) v es rica en triptofano. Es activo frente a bacterias, hongos e
incluso el virus del VIH [13]. Por otro lado, Lv-RR32 es una catelicidina del cetaceo
Lipotes vexillifer, cuya secuencia consta de 32 aminodcidos
(RRIRIRPPRLPRPRPRPWFPPRFPIPRIPGKR) y es rica en arginina.

Los péptidos se sintetizaron con una pureza superior del 90% (analizada por HPLC) a
escala de 10 mg. Para evitar la degradacién durante el proceso, en el extremo C-terminal
de cada péptido se afiadié una amida y al extremo N-terminal un acilo. Para facilitar la
eficacia y manipulacion del ensayo, se diluyeron las alicuotas de cada polipéptido en agua

destilada a una concentracion de 100 M.
3.2. Microorganismos y determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria.

La actividad antimicrobiana se probd contra dos microorganismos patdgenos que
provocan graves enfermedades infecciosas, la bacteria Gramnegativa Escherichia coli (E.
coli) CECT 434y la bacteria Grampositiva Staphilococcus aureus (S. aureus) CECT 794.

Para estudiar la actividad antimicrobiana se usd la concentracién minima inhibitoria o



MIC, que se define como la concentracion de antibidtico, péptido y/o la sal mas baja que
inhibe el 95% del crecimiento bacteriano [1].

Para cada bacteria, a partir de un cultivo bacteriano en medio sélido se sembraron los
microorganismos en medio liquido de Mueller Hinton (MH) en una estufa a 37°C durante
aproximadamente dos horas, hasta lograr un valor de absorbancia proximo a 0.5
McFarland en ambas bacterias, y se realizaron siete diluciones seriadas (de 107 a 10%).
Para las placas de los ensayos MIC se usé la dilucion de 10° células/ml, mientras que para
realizar el conteo de las colonias en unidades de ufc/ml se sembraron 100 pl de las
diluciones de 103, 10% y 10! en placas con MH agar y se pusieron a crecer durante 24
horas a 37°C.

3.3. Experimento MIC bacteria-péptido.

Se evalud la actividad antimicrobiana de los dos péptidos, Indolicidinay Lv-RR32, frente
a E. coli y S. aureus en un ensayo MIC por cada bacteria. En una placa de 96 pocillos se
realizaron 10 diluciones seriadas de cada péptido por cuadriplicado, con un volumen final
de 50 pl de cada dilucién. Los pocillos de las filas A-D correspondian a las diluciones de
Lv-RR32, que estaban entre 12.5 pM y 0.025 uM, y los pocillos de las filas E-H
correspondian a las diluciones de Indolicidina, que estaban entre 50 uM y 0.05 uM. Por
ultimo, se afiadié 50 pl a cada pocillo de la dilucion 10° de una de las bacterias en cada
placa. Los pocillos de la columna 11 correspondian al control negativo, donde se
afiadieron 100 pl de MH y los pocillos de la columna 12 al control positivo, donde se
afiadieron 50 pl de la dilucion de la bacteria 'y 50 pl de MH. Ambas placas, una con E.
coli y otra con S. aureus, se incubaron a 37°C durante 24 horas y se midid la absorbancia
a 595 nm en un lector de microplacas FLUOstar ® OMEGA BMG Lector Multimodo.

3.4. Preparacion de sales metélicas y experimento MIC bacteria-sal.

Se utilizaron los iones metélicos de Zinc y Cobre en forma de sales metalicas, ZnCl, y
CuSOq4 respectivamente. Para establecer el rango de concentraciones de metales que
presentan actividad antimicrobiana se realizd un experimento para calcular el MIC de
cada bacteria, E. coli y S. aureus, con las sales. A partir de una solucion stock 1 M de
cada sal se hicieron 10 diluciones seriadas, obteniéndose 10 concentraciones diferentes
de cada sal (de 1 M a 1 nM). Se prepar6 una placa de 96 pocillos por microorganismo, en

cada una se afiadieron 50 pl de cada una de estas concentraciones, correspondian las filas
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A-D para las diluciones de ZnCl. y las filas E-H para las diluciones de CuSQg, por lo
tanto, cada concentracion se encontraba por cuadriplicado en la placa. Ademas, se afiadio
50 pl de la dilucion 10° de la bacteria correspondiente a todos los pocillos de las columnas
1-10. Los pocillos de la columna 11 correspondieron a controles negativos con solo MH
y los de la columna 12 a los controles positivos, con MH y bacterias (Figura 2). Las placas
se incubaron a 37°C durante 24 horas y se midi6 la absorbancia a 595 nm como se ha
mencionado anteriormente. Una vez establecidas las concentraciones de ZnCl,y CuSO4
que presentaban cierto efecto antimicrobiano, se preparo, a partir del stock de 1 M, tres
soluciones a tres concentraciones diferentes, concretamente a 25 uM, 50 uM y 100 uM,

que se emplearon en los experimentos MIC de bacteria-péptido-sal (Figura 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 1M 100mM | 10mM | ImM | 0.1mM | 0.01lmM | 1pM | 0.1pM | 0.01pM | 0.001uM - +
B +
C ZnCl» - +
D +
E| im 100mM | 10mM | 1mM | 0.lmM | 0.01lmM | 1pM | 0.1pM | 0.01uM | 0.001pM - +
F +
G CuSO4 - +
H +

Figura 2. Esquema de la placa de 96 pocillos de los ensayos MIC de sales. Pocillos de las filas A-D
contenian las diluciones seriadas de ZnCl; y los pocillos de las filas E-H las diluciones seriadas de CuSOa.
La columna 11 correspondia a los controles negativos, dénde s6lo se afiadié 100 ul de MH y la columna
12 a los controles positivos, con 50 ul de MH y 50 pl de la bacteria correspondiente, segln la placa.

3.5. Experimento MIC bacteria-péptido-sal.

El valor del MIC de las bacterias en presencia de sales y péptidos se determind mediante
un método estandar en placas de 96 pocillos, donde dividimos la placa en 4 secciones
segun las concentraciones del péptido y de la sal metélica. Los péptidos se diluyeron en
cada seccién hasta cinco veces, en concentraciones entre 50 uM y 3.125 pM para
Indolicidina tanto para E. coli como para S. aureus, y en concentraciones entre 6.25 UM
y 0.4 UM para Lv-RR32 con E. coli. En concentraciones entre 12.5 uM y 0.8 uM para
Lv-RR32 con S. aureus, en todos los casos se afiadié un volumen final de 25 pL del
péptido correspondiente en cada pocillo. En cuanto a las sales, en todos los pocillos de

las filas de la 1 a la 10 se afiadieron 25 pL de la solucion stock preparada anteriormente,
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segun la concentracion de sal que correspondiese ya fuese 100 uM, 50 uM o 25 uM.
También se establecié una seccion control sin sales, donde solo se afiadio 25 pl de MH,

esta seccion nos permitid obtener el valor de MIC de cada péptido como control.

Por Gltimo, se afiadié 50 pl de la dilucién 10° de las bacterias a todos los pocillos de las
columnas 1 a la 10. Los pocillos del resto de columnas se emplearon para los controles;
9 pocillos para los controles negativos donde se afiadieron tnicamente 100 pl de MH; 4
pocillos para los controles positivos con 50 ul de MH y 50 pl de la dilucién con la
bacteria; y 3 pocillos para los controles de las sales, donde se afiadié 100 ul de MH, 50
ul de la dilucion 10° con la bacteria y en cada pocillo 50 pl de uno de las soluciones stocks
(100 puM, 50 uM y 25 uM), quedando un pocillo para cada concentracién establecida
(Figura 3). Las placas fueron incubadas en una estufa a 37°C durante 24 horas y se midi6

la absorbancia con un lector, como se ha descrito anteriormente.

1 2 3 4 11 12
A _ *
B _ *
Control sin sales
C B *
D - -
E + -
F + -
25 uM 50 uM
G + -
H + -

Figura 3. Esquema de la placa de 96 pocillos de los ensayos MIC con péptidos y sales. La seccidn sin sales
corresponde al control con 0 UM de sales; la seccién 100 uM de CuSQO40 ZnCly; la seccion 50 uM de sal
correspondiente y la seccion 25 pM. (-) Control negativo. (+) Control positivo. (*) Control de sales.

3.6. Andlisis estadistico.

Se utilizo el software de analisis estadistico SAS/STAT [12], se realiz6 un analisis post
hoc de ANOVA multifactorial, por cada combinacion de bacteria-péptido-sal, por lo
tanto, se realizaron 8 ANOVAS multifactoriales diferentes. Ademas, se us6 una prueba
Tukey. La absorbancia fue la variable dependiente y la concentracion de péptido y de sal

las variables independientes.
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3.7. Andlisis bioinformatico.

A partir de la base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica

(NCBI) (https://www.nchbi.nlm.nih.gov/) obtuvimos las secuencias de aminoacidos de

ambos péptidos antimicrobianos. EI numero de acceso de la Indolicidina es el
NC_037349 y para Lv-RR32 es el NW_006770548. Estas secuencias fueron necesarias
para realizar la modelacion bioinformatica de ambos PAMs. Se utilizo el servidor de
modelado homologo Alphafold [14, 15]. ColabFold envia la secuencia de ambos péptidos
en formato FASTA al servidor MMseqs2, que se encarga de buscar en dos bases de datos;
UniRef100 y una base de datos de secuencias ambientales [16]. El servidor genera dos
MSAs (Multiple Sequence Alignment) con formato A3M comprendiendo todas las
secuencias ya identificadas, considerando solo los modelos de la primera posicion para el
andlisis. El formato A3M consiste en un FASTA alineado, en el que los alineamientos se
muestran con inserciones como caracteres en mindsculas, coincidencias como caracteres

(13

en mayusculas, eliminaciones como “-” y huecos alineados con inserciones como “.”. El
formato FASTA es un formato de archivo informatico basado en texto que se utiliza para
representar secuencias de acidos nucleicos o péptidos en las que los pares de bases o los
aminoacidos se representan mediante codigos de una sola letra. EI formato también
permite incluir nombres de secuencias y comentarios que preceden a las propias
secuencias. Para la obtencion y visualizacidn de la estructura terciaria usamos el software

ChimeraX [17].

Para comparar las propiedades de ambos péptidos se utilizaron dos servidores; la

herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) que permite el calculo de

varios parametros fisicos 'y quimicos [18], y el servidor AVPpred

(http://crdd.osdd.net/servers/avppred/index.ntml) ~ que  proporciona  propiedades

fisicoquimicas relacionadas con la carga neta y la hidrofobicidad [19].

La actividad biologica de los péptidos antimicrobianos contra diferentes
microorganismos Yy los eritrocitos humanos fue estudiada mediante aplicaciones
bioinformaéticas disponibles online. Para ello se utiliz6 la Base de Datos de Actividad
Antimicrobiana y Estructura de péptidos (DBAASP) (https://dbaasp.ora/home) [20].
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Por otro lado, para estudiar la interaccion de ambos péptidos con las membranas, se utilizd
el servidor PPM (https://opm.phar.umich.edu/ppm_server) que establece la ubicacion

rotacional y traslacional de las proteinas en las membranas [21].

Ademaés, para predecir los sitios de union de iones metélicos, se uso el servidor MIB
(http://bioinfo.cmu.edu.tw/MIB/), que proporciond un método preciso para buscar

residuos en sitios de union de iones metalicos y el acoplamiento de estos tras la

prediccidn, a traves del método de transformacion de fragmentos [22,23].

4. Resultados.

4.1. Estudio de la actividad antimicrobiana de PAMs y sales por separado.
Los experimentos MIC realizados para evaluar la actividad antimicrobiana de los
péptidos antimicrobianos, Indolicidina y Lv-RR32, demostraron que, para S. aureus, el
MIC de Indolicidina se encuentra en el rango de concentracion de 50 uM y 25 uM, vy el
MIC de Lv-RR32 estaba entre 0.8 uM y 0.4 uM. Por otro lado, para E. coli el valor MIC
de la Indolicidina estaba entre 25 UM y 12.5 uM, y el valor MIC de Lv-RR32 estaba en
el rango de 0.4 uM y 0.2 uM (Tabla 1). También se estudio la actividad antimicrobiana
de las sales metélicas: ZnCloy CuSOs y se demostré que, para S. aureus, el valor MIC
con ZnCl; se encontraba en el rango entre 1 uM y 0.1 uM, mientras que, con CuSOs el
valor MIC se localizaba entre 100 uM y 10 uM. Por otro lado, para E. coli, el valor MIC
con ZnCl; se encontré en el rango entre 10 uM y 1 uM, mientras que con CuSOs estaba
entre 100 uM y 10 uM (Tabla 1).
Tabla 1. Rango de valores de concentracion inhibitoria minima (MIC) de las sales CuSO4y ZnCl, y de
péptidos Indolicidina y Lv-RR32 frente a E. coli y S. aureus.

Indolicidina Lv-RR32 CuSOq4 ZnCl;
E. coli 25 pM- 12.5 yM 0.4 uM- 0.2 pM 100 pM- 10 pM 10 pM- 1 pM
S. aureus 50 uM- 25 uM 0.8 uM- 0.4 uM 100 pM- 10 puM 1uMy 0.1 uM

4.2. Estudio de la actividad antimicrobiana de los péptidos en presencia de sales.

Para el estudio del efecto antimicrobiano de los PAMs en presencia de las sales metalicas
frente a E. coliy S. aureus se realizaron ocho experimentos MIC. Segln un primer ensayo,
dénde se comprob6 la actividad antimicrobiana de la Indolicidina contra S. aureus en
presencia de CuSQyg, el valor de MIC en el control sin sales y en las dos concentraciones

mas altas de CuSO4 (50 uM y 100 uM) se encontraba entre el rango de concentraciones
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de 25 uM y 12.5 uM. Sin embargo, el valor de MIC a la concentracion de 25 uM de
CuSOs se encontraba desplazado, concretamente entre 12.5 uM y 6.25 puM. Esto supone
que existia una mejora de la actividad antimicrobiana de la Indolicidina, dnicamente a
una concentracion de 25 pM de CuSOQg, frente a S. aureus. Los valores significativamente
distintos fueron representados con letras diferentes, demostrando dénde se encontraba el
valor MIC (Tabla 2) (Figura 4).

En otro ensayo se estudio la actividad antimicrobiana de la Indolicidina contra S. aureus
en presencia de ZnClz y los resultados demostraron que el valor MIC en el control sin
sales y a las dos concentraciones mas altas de sal (50 uM y 100 uM) se encontraba entre
25 uM y 12,5 uM, mientas que a la concentracion de 25 puM de ZnCly, el crecimiento
bacteriano se habia reducido, en este caso, sin llegar al valor del MIC, pero con
diferencias significativas. Ya que valor se reduce, pero no llega a los valores minimos.
Estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana de la Indolicidina contra S.
aureus también se veia mejorada Unicamente con la presencia de ZnCl; a 25 puM (Tabla
3) (Figura 5).

Teniendo en cuenta estos resultados se pudo observar que la presencia tanto de CuSOsy
de ZnCl> a concentraciones de 25 pM mejoraba la actividad antimicrobiana de la
Indolicidina contra S. aureus, el valor MIC se desplazaba desde la concentracion 12.5 uM
a 6.25 uM. Sin embargo, esto no ocurria a concentraciones mas altas de sales (Tabla 2 y
3) (Figura 4 y 5). En ambos experimentos el conteo de colonias fue de 2.2 x 10° ufc/ml.
Tabla 2. Efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia de CuSOa. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario, la

diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las Gltimas letras del abecedario. EE
significa Error Estandar.

Concentracion Concentracion de Indolicidina (UM)
de CuSO, (UM) 50 25 12,5 6,25 3,125 EE
100 0,181 @® 0,59 ® 0518 " 058 " 0625 P 0,055
50 0201 @® 0,55 ® 0538 " 0652 " 0,705 P 0,056
25 0,244 @ 0,183 & 0,241 * 0,708 ° 0,799 ° 0,065
0 0241 ® 04160 ® 0501 ° 0689 P 063 P 0,052
EE 0,012 0,008 0,040 0,030 0,047
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Figura 4. Representacion grafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia
de diferentes concentraciones de CuSO, los datos corresponden a la Tabla 2.

Tabla 3. Efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia de ZnCl,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar.

Concentracion de Concentracion de Indolicidina (uUM)
ZnCl (UM) 50 25 12,5 6,25 3,125 EE

100 0233 2 0193 2 0593 b5 0714 ° 0737 ° 0.057
50 0224 ® 0.188 2 0462 "< 0671 ° 0664 ° 0.051
25 026 # 0181 * 0371 * 0.667 ° 0661 " 0.052

0 0230 * 0.196 * 0.644 > 0729 ° 0736 " 0.060
EE 0.009 0.008 0.036 0.029 0.031

0,8

Absorbancia (nm)

N

0,6
100 pM de ZnCI2
0.4 ® 50 uM de ZnCI2
25 uM de ZnClI2
0, |I 0 uM de ZnCI2
50 25

12,5 6,25 3,125
Concentracion Indolicidina (LM)

Figura 5. Representacion grafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia
de diferentes concentraciones de ZnCly, los datos corresponden a la Tabla 3.
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En el siguiente ensayo se estudié la actividad antimicrobiana de Indolicidina contra E.
coli en presencia de CuSO4. Se demostré que el valor de MIC a las tres concentraciones
de CuSO4 (100 uM, 50 pM y 25 uM) y en el control sin sales, se encontraba en el mismo
rango de concentraciones, concretamente entre 25 uM y 12.5 uM. Esto sugiere que la
actividad antimicrobiana de la Indolicidina no se veia afectada por la presencia de CuSO4
a ninguna concentracion (Tabla 4) (Figura 6).

A continuacion, se realizé el experimento MIC para evaluar la actividad antimicrobiana
de Indolicidina contra E. coli en presencia de ZnCl2y los resultados fueron similares a los
obtenidos anteriormente, el valor de MIC se encontraba en el mismo rango a las tres
concentraciones de sal y en el control sin sales, concretamente entre 25 uM y 12.5uM.
Estos resultados sugieren que la presencia de ZnCl, tampoco afecta a la actividad

antimicrobiana de la Indolicidina contra E. coli (Tabla 5) (Figura 7).

Por lo tanto, se pudo observar que la presencia de CuSO4y de ZnCl; no alteraba el efecto
antimicrobiano de la Indolicidina contra E. coli. El valor MIC se encontraba en todos los
casos entre 25 UM y 12.5uM (Tabla 4 y 5) (Figura 6 y 7). Para ambos experimentos, el
conteo de colonias fue de 1.2 x 10° ufc/ml.

Tabla 4. Efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de CuSO,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar.

Concentracion de Concentracion de Indolicidina (UM)

CuSOy (UM) 50 25 12,5 6,25 3,125 EE
100 0.163 @ 0.137 * 0.617 P 0.839 ©° 0729 9 0.067
50 0175 2 0.148 & 0739 ® 0.83 " 0779 b 0071
25 0246 @& 0161 & 0874 °*2 0868 < 0723 < 0.071
0 0244 2 0438 & 0775 ® 0.699 <X 0522 <X 0.058
EE 0.012 0.007 0.027 0.019 0.027
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Figura 6. Representacion gréafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de
diferentes concentraciones de CuSQOg, los datos corresponden a la Tabla 4.

Tabla 5. Efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de ZnCl,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar.

Concentracioén de

Concentracion de Indolicidina (UM)

ZnCl, (M) 50 25 12,5 6,25 3,125 EE
100 0203 @ 0171 @® 0491 % 0576 bx 0528 ©° 0.041
50 0211 * 0184 @ 0531 by 0652 ° 0601 b 0.047
25 0268 ° 0201 @ 0.625 b 0732 " 0606 ° 0.049
0 0257 ° 0208 @ 0.642 b 0701 " 0566 ° 0.048
EE 0.008 0.005 0.023 0.020 0.016

Figura 7. Representacion gréafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de
diferentes concentraciones de ZnCly, los datos corresponden a la Tabla 5.
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Mas adelante, se realizd el experimento que estudiaba la actividad antimicrobiana del
péptido Lv-RR32 contra S. aureus en presencia de CuSQOgs Yy los resultados demostraron
que el valor de MIC, en el control sin sales y a las dos concentraciones mas bajas de
CuS04 (25 uM y 50 uM), se encontraba en el mismo rango; concretamente entre 6.25 uM
y 3.125 pM. Sin embargo, a la concentracién mas alta de CuSOs el valor de MIC se
encontraba desplazado hacia el rango 3.125 pM 'y 1.56 uM. Estos resultados indican que
la actividad antimicrobiana del péptido Lv-RR32 se veia mejorada en presencia de CuSQO4
a concentracion de 100 uM (Tabla 6) (Figura 8).

En el siguiente ensayo se estudid la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 contra S.
aureus en presencia de ZnCly, los resultados demostraron que el valor de MIC para el
control sin sales y para las dos concentraciones mas bajas de sal (25 UM y 50 uM) se
encontraba entre 6.25 uM y 3.125 uM. Sin embargo, a la concentracion de 100 uM de
ZnCly. El valor de MIC se encontraba desplazado hacia 3.125 uM y 1.56 uM. Estos datos
sugieren que la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 se veia mejorada en presencia de
ZnCl; a concentraciones de 100 uM (Tabla 7) (Figura 9).

Con estos resultados, se puede observar que la presencia de CuSOs y ZnCl, a
concentraciones de 100 uM mejoro la actividad antimicrobiana del péptido Lv-RR32
contra S. aureus, desplazando el valor de MIC de 6,125 uM a 3,125 uM (Tabla 6y 7)

(Figura 8 y 9). El recuento de colonias en los dos experimentos fue de 9.5 x 10* ufc/ml.

Tabla 6. Efecto antimicrobiano de LV-RR32 contra S. aureus en presencia de CuSOs. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar

Concentracion de Concentracion de Lv-RR32 (uUM)
CuSO4 (uM) 12,5 6,25 3,125 1,56 0,8 EE
100 0.164 @ 0.167 ® 0.328 & 0504 ® 0531 ° 0.038
50 0.183 @ 0.181 * 0378 b 0524 0525 ° 0.037
25 0229 * 0293 » 0561 °® 0499 ° 0482 " 0.032
0 0245 * 0.383 " 0569 ° 0599 ° 0612 P 0.038
EE 0.010 0.024 0.033 0.020 0.024
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Figura 8. Representacion grafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia

de diferentes concentraciones de CuSQOs, los datos corresponden a la Tabla 6.

Tabla 7. Efecto antimicrobiano de LV-RR32 contra S. aureus en presencia de ZnCl,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar.

Concentracion de

Concentracion de Lv-RR32 (UM)

ZnCl2 M) 125 6,25 3,125 1,56 0,8 EE
100 0.164 @ 0.16 a 0.231 & 0432 °® 0.535 b 0.038
50 0.179 ?* 0.221 a 0414 b® 0513 °® 0524 ® 0.036
25 0.223 * 0.212 a 0.464 P 0546 ° 0.588 b 0.039

0 0.213 # 0.318 a 0517 b5 (0525 ° 0.566 b 0.035
EE 0.007 0.020 0.036 0.019 0.021
08
06
E = 100 de M ZnCI2
= 04
'S m 50 de pM ZnCI2
c
3 25 de UM ZnClI2
2 02
-2 II II | 0 de pM ZnCI2

12,5

Concentracion Lv-RR32 (uM)
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3,125 1,56

Figura 9. Representacion gréfica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra S. aureus en presencia

de diferentes concentraciones de ZnCl,, los datos corresponden a la Tabla 7.
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Seguidamente se estudid la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 contra E. coli en
presencia de CuSOgs. Los datos demostraron que el valor de MIC para control sin sales y
para la concentracion de 100 uM de CuSO4 se encontraba en el rango de 1.56 uM y 0.8
M. Sin embargo, para las concentraciones de 25 uM y 50 uM de CuSQz el crecimiento
bacteriano se veia reducido, sin llegar al valor MIC, hacia el rango 0.8 uM y 0.4 uM. Esto
sugiere que la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 contra E. coli se veia mejorada en
presencia de CuSO4 a concentraciones de 25 uM y a 50 uM (Tabla 8) (Figura 10).

Por ultimo, se realiz6 un experimento para evaluar la actividad antimicrobiana de Lv-
RR32 contra E. coli en presencia de ZnCl». En este caso, el valor de MIC para el control
sin sales y para las tres concentraciones de ZnCl, se encontraba entre 0.8 uM 'y 0.4 uM.
Lo que sugiere que la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 contra E. coli no se veia

alterada en presencia de ZnCl (Tabla 9) (Figura 11).

Basandonos en estos resultados, se observé que la presencia de CuSO4 a 25 uM y a 50
UM mejoraba la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 contra E. coli, reduciendo el
crecimiento bacteriano, sin llegar al valor de MIC ya que el valor disminuye, pero no
Ilega a los valores minimos (hacia una concentracién 0.4 uM). Sin embargo, la presencia
de ZnCl; no altero el efecto antimicrobiano de Lv-RR32 contra E. coli, ya que el valor de
MIC no variaba (Tabla 8 y 9) (Figura 10 y 11). El conteo de las colonias no fue igual para
ambos experimentos. En presencia de CuSOs el conteo fue de 1.05 x 10° ufc/ml y en
presencia de ZnCl, fue de 6.4 x 10* Esto explica las diferencias del valor MIC en el

control sin sales en ambos experimentos.

Tabla 8. Efecto antimicrobiano de LV-RR32 contra E. coli en presencia de CuSO,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar

Concentracion de Concentracion de Lv-RR32 (uUM)
CuSO4 (uM) 6,25 3,125 1,56 0,78 0,4 EE
100 0.167 & 0166 & 0166 * 0317 P 0567 ¢ 0.038
50 0214 & 0198 * 0203 * 0223 * 0.641 ° 0.040
25 0206 & 0236 & 0225 & 0230 ?* 0647 ° 0.039
0 0208 & 0209 & 0196 * 0359 " 0552 ¢ 0.033
EE 0.008 0.009 0.009 0.022 0.014
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Figura 10. Representacion grafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de
diferentes concentraciones de CuSOs, los datos corresponden a la Tabla 8.

Tabla 9. Efecto antimicrobiano de LV-RR32 contra E. coli en presencia de ZnCl,. La diferencia
significativa entre diferentes diluciones del péptido se refleja como las primeras letras del abecedario,
mientras que la diferencia significativa de las diluciones de la sal se refleja como las ultimas letras del
abecedario. EE significa Error Estandar.

Concentracion de Concentracion de Lv-RR32 (uUM)
ZnCl2 (M) 6,25 3,125 1,56 0,78 0,4 EE
100 0156 @ 0122 3 0145 * 0.133 @ 0601 "¢ 0.043
50 0148 @ 0457 * 0.158 * 0.154 ?® 0644 "< 0.045
25 018 @ 0195 & 0168 * 0.173 ?® 0622 " 0.041
0 0183 @ 0162 & 0146 * 0149 @ 0562 "  0.037
EE 0.007 0.008 0.005 0.005 0.010
038
0,6
’g = 100 uM de ZnCI2
.g 04 50 uM de ZnCI2
g 25 pM de ZnCI2
g 02 0 UM de ZnCI2
<

 HI0L ol

6,25 3,125 1,56 0,78 0,4
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Figura 11. Representacidon gréafica del efecto antimicrobiano de Indolicidina contra E. coli en presencia de
diferentes concentraciones de ZnCl,, los datos corresponden a la Tabla 9.
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4.3. Analisis bioinformatico

Realizamos un anélisis bioinformatico de las catelicidinas de interés para tratar de
complementar los resultados obtenidos experimentalmente. Primero modelamos ambos
péptidos para determinar sus estructuras secundarias y terciarias, permitiéndonos estudiar
ciertas caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas. Se model6 cada péptido
con Alphafold. Obtuvimos el modelo de Lv-RR32 (Figura 12A) y de Indolicidina (Figura
12B) en formato PDB (Protein Data Bank). Como vemos, ambos péptidos no presentan
una estructura secundaria ordenada mediante puentes de hidrégeno, por lo que su
estructura es desordenada. El péptido Indolicidina es mas compacto, debido a su menor
tamafo, mientras que el péptido Lv-RR32 tiene una estructura méas alargada y muestra
una torsion, inducida por la arginina R22, que estd flanqueada por una prolina y una

fenilalanina del extremo C-terminal (Figura 12).

A
Lv-RR32
. I
, >
- 4 ‘h\__j
B Indolicidina

Figura 12. Modelos estructurales de Alphafold de las dos catelicidinas estudiadas; Indolicidinay Lv-RR32.
Se utilizo el software ChimeraX para la visualizacion de las estructuras. La estructura terciaria del péptido
se muestra en combinacion con la hidrofobicidad, como superficie transparente. Todos los modelos
utilizados fueron clasificados-1 por el servidor Alphafold. (A) Modelado de estructura terciaria de Lv-
RR32. (B) Modelado de estructura terciaria de Indolicidina.
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A continuacion, se compararon las propiedades fisicoquimicas de ambas catelicidinas,
Indolicidina y Lv-RR32, mediante los servidores ProtParam (Tabla 10) y AVPpred
(Figura 13). Los resultados demostraron que, ademas de las diferencias en la estructura
terciaria descritas anteriormente, ambos péptidos presentan diferencias en su polaridad,
siendo la Indolicidina més hidrofobico en comparacion con el Lv-RR32. Sin embargo,
ambos péptidos presentan mayor carga positiva.

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos antimicrobianos; peso molecular (PM), pl, indice

alifatico y gran promedio de hidropaticidad (GRAVY), obtenidos mediante la herramienta bioinformatica
“ProtParam” (https://web.expasy.org/protparam/).

PM pl indice alifatico GRAVY
Lv-RR32 4035.95 13.00 60.94 -1.403
Indolicidina 1907.30 12.01 60.00 -1.069

enaro I S
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Figura 13. Representacion de la carga y polaridad en la secuencia de aminoécidos de péptidos
antimicrobianos. Representando la carga positiva en azul y la negativa en rojo, y en cuanto a la polaridad,
los aminoacidos hidrofdbicos se reflejan en color amarillo y los hidrofilicos en color verde. (A) corresponde
al péptido Lv-RR32. (B) corresponde al péptido Indolicidina. Resultados obtenidos a través del servidor
AVPpred (http://crdd.osdd.net/servers/avppred/index.html).

El siguiente paso fue someter a ambas secuencias a herramientas bioinformaticas para la
prediccidn de sus actividades antimicrobianas. El servidor produce uno de los dos valores
predictivos: valor predictivo positivo (PPV) para los péptidos previstos como activos y el
valor predictivo negativo (NPV) para los péptidos previstos como no activos. Teniendo
en cuenta que, en cuanto a la actividad frente a los eritrocitos humanos, los péptidos no
activos se consideran positivos (PPV) y los péptidos activos se consideran negativos
(NPV). Segun estas predicciones, el péptido Indolicidina presentaria la actividad
antibacteriana méas potente contra S. aureus con un valor predictivo de 0.56 (VPP),
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mientras que Lv-RR32 solo seria activo contra E. coli con un valor predictivo de 0.84
(PPV). Ademas, segun esta herramienta de prediccion, la Indolicidina tendria actividad
antifangica, ya que es activo contra C. albicans, actividad contra levaduras por ser activo
contra S. cerevisiae y seria positivo frente a eritrocitos humanos. Sin embargo, Lv-RR32

solo tendria cierta antibacteriana frente a E. coli (Tabla 11).

Tabla 11. Prediccion bioinformatica de la actividad biolégica contra microorganismos especificos. La
herramienta bioinformatica (Base de datos de actividad antimicrobiana y estructura de péptidos (DBAASP)
predijo la susceptibilidad de los microorganismos Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus ATCC 25923, eritrocitos humanos, Bacilus
subtilis, Candida albicans y Sacharomyces cerevisiae a los péptidos antimicrobianos de interés. Los valores
predictivos indican si los péptidos son activos (PPV) o no activos (NPV), siento al revés para la actividad
contra los eritrocitos humanos

Indolicidina Lv-RR32
E. coli 0.51 (NPV)  No activo 0.84 (PPV) Activo
P. aeruginosa 0.51 (PPV) Activo 0.62 (NPV) No activo
K. pneumonia 1 (NPV) No activo 0.78 (NPV) No activo
S. aureus 0.56 (VPP) Activo 0.72 (NPV) No activo

Bacilus subtilis 0.76 (NPV)  No activo 0.76 (NPV) No activo

C. albicans 0.76 (PPV) Activo 0.91 (NPV) No activo

S. cerevisiae 0.83 (PPV) Activo 0.80 (NPV) No activo

Eritrocitos humanos | 0.99 (NPV) Activo 0.62 (PPV) No activo

A continuacién, estudiamos la posible influencia de las propiedades anfipaticas y las
estructuras terciarias de los péptidos en la interaccion con las membranas bioldgicas. Para
ello, sometimos los modelos de Indolicidina y Lv-RR32 obtenidos por Alphafold al
servidor OPM, una herramienta bioinformatica de estudio de la disposicion espacial de
las estructuras proteicas en bicapas lipidicas (Figura 13). En cuanto al péptido Lv-RR32
el angulo de inclinacion era de 74 £ 3°, la profundidad o espesor hidrofobico de 3.5+ 0.9
Ay las posiciones de los residuos que interaccionarian con la membrana simulada serian

3,5,8,10 (Figura 13A). Por otro lado, para el péptido Indolicidina, el angulo de inclinacién
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era de 71 + 10°, la profundidad o espesor hidrofébico de 9.6 + 2.1 A y las posiciones de

los residuos que interaccionarian con la membrana serian 1-6,8-9,11 (Figura 13B).

A

Figura 14. Modelos y parametros obtenidos del servidor OPM (Orientation of Protein in Membranes)
(https://opm.phar.umich.edu/). Un enfoque computacional para mejorar la disposicién espacial de las
estructuras en bicapas lipidicas, mostrando las letras de su secuencia de aminoacidos (A) modelo del
péptido Lv-RR32. (B) modelo del péptido Indolicidina

Para corroborar la interaccidn de los péptidos y los iones divalentes cobre y zinc, se utilizd
el servidor MIB, servidor de acoplamiento y prediccion del sitio de unién de iones
metalicos. Los resultados de este servidor demostraron la falta de interaccién entre las

dos catelicidinas de estudio, Indolicidina y Lv-RR32, y los iones divalentes Zn?* y Cu?*,

ya que no existe potencial de union.
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5. Discusién

La aplicacién de péptidos antimicrobianos (PAMS) en el &mbito clinico es prometedora,
se ha propuesto como una alternativa a los antibidticos convencionales ante la aparicion
de cepas multirresistentes, gracias a su actividad antimicrobiana [24]. Ademés, se ha
demostrado que algunos PAMs ayudan a neutralizar las endotoxinas y a reducir la
respuesta inflamatoria gracias sus propiedades inmunomoduladoras [25]. La presencia de
iones metalicos divalentes, en este caso Zn?* y Cu?', puede mejorar la actividad
antimicrobiana de algunos PAMs, mediante la accion de quelantes que evitan el
crecimiento de microorganismos en presencia de metales o cambiando la estructura y
carga de los péptidos, alterando su modo de accion y, por lo tanto, su actividad
antimicrobiana [26]. En este trabajo hemos investigado la interaccion de los iones
divalente zinc y cobre con dos catelicidinas de mamiferos, la Indolicidina de vaca y el
péptido Lv-RR32 derivado de la catelicidina del delfin de agua dulce (Lipotes vexillifer).

Ciertos PAMs inhiben el crecimiento bacteriano a través del secuestro de iones metalicos,
desempefiando un papel crucial en la inmunidad nutricional. Algunos ejemplos son la
calcoprotectina, que posee dos sitios de union a metales con alta afinidad al Zn?* [11] o
la microplusina, que redujo drasticamente su actividad antimicrobiana en presencia de
iones de Cu?*, ya que la unién de cobre por este PAM hace que el metal no esté disponible
para la bacteria, ejerciendo su efecto antibacteriano [27]. Sin embargo, esto no ocurre en
las catelicidinas estudiadas en este trabajo, pues los iones metalicos divalentes se han

incorporado in vitro, es decir, no eran nutrientes esenciales de las bacterias.

En este trabajo, tras modelar la estructura tridimensional de los dos péptidos Indolicidina
y Lv-RR32, ambos péptidos no eran capaces de retener los iones zinc y cobre en su
estructura. Sin embargo, esto no impide que la interaccion de los péptidos con estos iones
pueda inducir cambios conformacionales en su estructura que alteren de alguna forma su
actividad antimicrobiana. Por ejemplo, la Indolicidina, debido a su estructura y a su
pequefio tamafio, tiene un modo de accion especifico con multiples mecanismos: desde
la inhibicion de la sintesis de ADN, la union directa a sitios de ADN o el entrecruzamiento
de ADN [11]. Su objetivo es la membrana citoplasmatica, para ello la Indolicidina supera
la membrana externa en las bacterias Gramnegativas [28], lo que implica un
desplazamiento de cationes divalentes de sus sitios de union en la superficie de LPS vy,

como consecuencia, la permeabilizacion de la membrana. En nuestro caso, la actividad
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antimicrobiana de la Indolicidina frente a S. aureus mejora en presencia de las sales
metélicas de zinc y cobre, a concentraciones de equimolaridad. El zinc es normalmente
bacteriostatico, pero a concentraciones muy altas pueden tener efecto bactericida [29], la
formacion de complejos dependientes de Zn?* provoca la despolarizacion de la membrana
y, como consecuencia, la muerte bacteriana [11]. Sin embargo, para la bacteria
Gramnegativa E. coli, la actividad antimicrobiana de la Indolicidina no se ve alterada en

presencia de dichas sales metalicas.

Otros péptidos como la clavinina A mejoran su actividad antimicrobiana en presencia de
iones de Zn?*, que regulan la escision del ADN [11]. La clavinina A puede adquirir una
conformacion helicoidal, la presencia de Zn?*Y permite reducir el espacio configuracional
y reducir la pérdida de entropia, facilitando la penetracion de la membrana por el efecto
hidrofébico. Esta unién permite el aumento de la carga positiva neta en la regiéon C-
terminal del péptido, acercdndolo a la membrana hasta que entran en contacto. En nuestro
estudio desconocemos el mecanismo de accion de la Indolicidina frente a S. aureus
respecto a este metal, aunque es posible que, similarmente a la clavinina A, la interaccion
de la Indolicidina con Zn?* favorezca el plegamiento y estabilice su configuracion
actuando como un péptido basico. Cuando vuelve a estar estable, el Zn?* se separaria del
péptido provocando una deformacion lateral de la membrana, permitiendo que la
Indolicidina se inserte de forma transmembrana a la bicapa, de igual forma que ocurre

con la clavinina A [30].

En la interaccion con membranas simuladas, hemos visto, que la Indolicidina se inserta

en la membrana atravesandola totalmente, lo que apoyaria esta hipotesis.

Por otro lado, la actividad antimicrobiana de Lv-RR32 mejora a concentraciones mas

altas de sales.

Nuevamente, en nuestro trabajo desconocemos el posible mecanismo implicado en la
actividad antimicrobiana del péptido, junto al metal, pero es posible la union de este
catién divalente altere la conformacién del péptido y potencie la union del péptido a la
membrana [29]. Otro ejemplo de un péptido antimicrobiano que mejora su actividad en
presencia de zinc es la kappacina, producido por la k-caseina en la leche bovina. Se ha
demostrado que la presencia de Zn?* reduce el crecimiento de las bacterias oral,

inhibiendo enzimas bacterianas al interactuar con grupos sulfhidrilo. También las
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histatinas son unos péptidos antimicrobianos que se unen a cobre y zinc. Esta uniéninduce
una estabilizacién estructural que conduce a la fusién de las membranas, a través de la

dimerizacion de los péeptidos, y la desestabilizacion de la bicapa lipidica [31].

En nuestro caso, el modelado del péptido Lv-RR32 y el posterior andlisis de su posible
interaccion con membranas parece que esta interaccion es méas debil que con la
Indolicidina, a juzgar por el menor nimero de residuos que interaccionan con las

membranas simuladas y que el péptido no termina de atravesar la misma.

Demegen P-113 es un fragmento pequefio de la histamina 5 que posee tres residuos de
His, que favorecen la union fuerte al Cu?* [32]. Ninguno de los péptidos estudiados,
Indolicidina y Lv-RR32, tienen residuos de histidina, lo que explicaria la menor
interaccion de los mismos con las sales de cobre. Aunque también se ha sugerido que la
interaccion con los iones metalicos participa en la actividad antimicrobiana de la
histatinas a través del estrés oxidativo inducido por los metales [31]. Las piscidinas son
otro grupo de PAMs derivados de peces y ricos en histidinas. Penetran en la membrana y
estan potencialmente unidas a metales [2]. Sin embargo, estos péptidos de peces
interaccionan directamente con el Cu?", que regula las funciones inmunoldgicas del
péptido. Se ha demostrado que los péptidos metalizados son mas antimicrobianos,

mejorando la actividad antimicrobiana contra el ADN y las membranas [33].

La exposicion al cobre induce alteraciones de la membrana, provocando el dafio oxidativo
de los lipidos de la bicapa por peroxidacion, la pérdida de la integridad de la membrana
y la muerte celular. [11,27]. Se ha atribuido la actividad antibacteriana del cobre a su
capacidad de liberar especies idnicas, que desencadenan la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), causando estrés oxidativo. Debido a su elevada toxicidad,
un aumento en sus niveles de ROS altera la homeostasis intracelular, induciendo estrés
oxidativo a una amplia variedad de patdgenos. Esto provoca la destruccion de
macromoléculas celulares y, por consecuencia, la muerte celular bacteriana [4,34]. El

cobre produce radicales hidroxilo por su potencial redox [35].

Sin embargo, en nuestro caso, ambos péptidos no son capaces de unir metales, a juzgar
por los resultados de la prediccion bioinformatica y por la ausencia de residuos de
histidina.
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El uso de iones metélicos podria llegar a mejorar la actividad antimicrobiana de algunas
catelicidinas como las estudiadas en este trabajo. Sin embargo, son necesarios mas
estudios e investigaciones para intentar confirmar el mecanismo de accion, siempre

tratando de evitar la toxicidad y los efectos secundarios negativos de los metales.

6. Conclusiones

e Lapresencia de sales CuSO4y de ZnClz a una concentracion de 25 pM disminuyen la
concentracion minima inhibitoria del péptido Indolicidina frente a S. aureus.

e Laactividad antimicrobiana in vitro de la Indolicidina no se ve alterada en presencia
de CuSOa4y de ZnCly, frente a E. coli.

e La presencia de CuSOsy de ZnCl,, a una concentracion de 100 uM, disminuyen la
concentracion minima inhibitoria del péptido Lv-RR32 frente S. aureus

e Frente E. coli, la concentracion minima inhibitoria de Lv-RR32 disminuye en
presencia de CuSO4 a concentraciones de 25 pM y 50 uM. Sin embargo, no se ve
alterada en presencia de ZnCl,.

e Elandlisis bioinformatico de los péptidos Indolicidinay Lv-RR32 no predice la union
de los metales Cu?* y Zn? a los mismos.

e En la simulacion de la interaccion con membranas, el péptido Indolicidina se
introduciria en éstas a una mayor profundidad que el péptido Lv-RR32,

interaccionando con un mayor nimero de aminoacidos.
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