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RESUMEN

Los anfibios secretan un coctel quimico rico en moléculas bioactivas, como: alcaloides,
aminas y péptidos bioactivos, que cumplen un rol defensivo. Los péptidos bioactivos
presentan diversas actividades biolégicas, tales como: antimicrobiana, anticancerigena,
antiviral, entre otros. En este sentido, los péptidos bioactivos son de interés biomédico
porque pueden dar lugar al desarrollo de nuevos farmacos. Ademas, el uso
indiscriminado de farmacos, la liberacion de compuestos toxicos en las aguas y suelos,
el desarrollo industrial, entre otros, ha provocado la aparicion de microorganismos
farmacorresistentes convirtiéndose en una grave amenaza para la salud publica y ha
generado la necesidad de identificar nuevos tipos de farmacos. En este estudio
analizamos la actividad antimicrobiana en las fracciones obtenidas por cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC) de la secrecion cutaneas de Lithodytes lineatus.
Adicionalmente, caracterizamos la estructura primaria de cinco nuevos péptidos
mediante clonaje molecular y espectrometria de masas en tandem. Entre ellos, el
péptido Lineatina-2 fue sintetizado y se determiné su concentracion inhibitoria minima
(CMI), concentracién bactericida minima (CMB) y actividad hemolitica. Lineatina-2 es
un péptido catidnico a-helicoidal que mostré una buena actividad antimicrobiana en
contra de Escherichia coli (CMI = 6,5 pM), Staphylococcus aureus (CMI = 1,6 uM) y
Candida albicans (CMI = 12,9 uM) y una concentracién hemolitica media (CHso) de 45,7
MM. En este estudio se evidencia la importancia de investigar especies inexploradas
para descubrir la diversidad molecular que se esconde en ellas y descubrir moléculas

potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos.

Palabras claves: secreciones cuténeas, Lithodytes lineatus, resistencia microbiana,

clonacion molecular, péptidos antimicrobianos.
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ABSTRACT

Amphibians secrete a chemical cocktail rich in bioactive molecules, such as: alkaloids,
amines, and bioactive peptides, which play a defensive role. Bioactive peptides show
diverse biological activities, such as: antimicrobial, anticancer, antiviral, among others.
In this sense, bioactive peptides are of biomedical interest because they can lead to the
development of new drugs. In addition, the indiscriminate use of drugs, the release of
toxic compounds in water and soil, industrial development, among others, has led to the
emergence of drug-resistant microorganisms, which have become a serious threat to
public health, and have generated the need to identify new types of drugs. In this study,
we analyzed the antimicrobial activity in the fractions obtained by high-performance liquid
chromatography (HPLC) of the cutaneous secretion of Lithodytes lineatus. In addition,
we characterized the primary structure of five novel peptides by molecular cloning and
tandem mass spectrometry. Among them, Lineatina-2 peptide was synthesized and its
minimal inhibitory concentration (MIC), minimal bactericidal concentration (MBC), and
hemolytic activity were determined. Lineatina-2 is cationic a-helical peptide that showed
good antimicrobial activity against Escherichia coli (MIC = 6,5 uM), Staphylococcus
aureus (MIC = 1,6 uM) and Candida albicans (MIC = 12.9 uM) and a mean hemolytic
concentration (CHsp) of 45.7 uM. This study evidence the importance of researching
unexplored species to discover the molecular diversity hidden on them and discover

potential molecules to the discovery of novel drugs.

Keywords: skin secretions, Lithodytes lineatus, microbial resistance, molecular cloning,

antimicrobial peptides.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

Los anfibios son capaces de desarrollarse en ambientes terrestres y acuaticos, por lo
gue su piel esta en constante exposicion a diferentes entornos cargados de
microorganismos patégenos, parasitos y predadores que pueden afectar negativamente
la integridad de la piel de los anfibios [1,2]. Por ende, los anfibios han desarrollado un
sistema de defensa basado en la produccion de compuestos quimicos que forman parte
de su sistema inmune innato y favorecen su supervivencia [1-4]. Dichos compuestos
guimicos no son solamente Utiles para los anfibios, sino que, ademas, podrian serlo
para el ser humano, ya que, han sido ampliamente estudiados describiendo una gran

variedad de actividades biolégicas de interés terapéutico [2,5,6].

Ademas, la piel cumple funciones importantes en la supervivencia de los anfibios, por lo
cual necesitan un sistema de defensa que actue rapido en la superficie [7,8]. Por ende,
en la piel de los anfibios existen dos glandulas principales: las glandulas mucosas que
se encargan de mantener la piel himeda y las glandulas granulares que secretan
compuestos quimicos para su defensa [5,7,9]. Por lo tanto, las secreciones cutaneas de
los anfibios albergan una amplia gama de compuestos quimicos de amplio espectro,
tales como: alcaloides, aminas, proteinas, mucinas, acidos nucleicos, fragmentos de
péptidos asociados al procesamiento de prohormonas y péptidos bioactivos [5,9-12].
Estos ultimos han demostrado ser el componente principal en la defensa contra
predadores, microorganismos patdégenos y reparacion de heridas de la piel de los
anfibios [2,13,14].

Varios estudios han demostrado que los péptidos bioactivos identificados a partir de las
secreciones cutaneas de los anfibios se pueden considerar como una auténtica
farmacia, dado que, presentan una amplia variedad de actividades biologicas. Estas
actividades biolégicas pueden ser: antibacteriana, antitumoral, antifingica,

antiparasitaria, antiinflamatoria, inmunomodulatoria, entre otras actividades [2,5].
1.1.1. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son cadenas cortas de
aminoacidos que facilitan su almacenamiento y movilizacion para neutralizar infecciones
[6,15]. Por ende, los AMPs se encuentran distribuidos en érganos y tejidos expuestos a
patégenos, por lo que, se expresan y liberan ampliamente en superficies epiteliales y en

sitios de potencial infeccion [16,17].



Por un lado, la estructura primaria de los AMPs no exhibe dominios invariables que estén
asociados con la actividad bioldgica, no obstante, estas moléculas estdn asociadas
entre si por ciertas caracteristicas fisicoquimicas comunes [3,4,17,18]. La mayoria de
los AMPs son relativamente pequefios de aproximadamente 5 a 100 aminoacidos, a la
par, presentan una carga neta positiva, debido a la presencia de multiples residuos de
arginina y lisina [3,4,6]. Ademas, la mayoria de estas moléculas son anfipaticas e
hidrofébicas debido a la presencia de al menos 50% de aminoacidos hidrofébicos [18—
20]. Asi mismo, la mayoria de estas moléculas son lineales y tienen un gran potencial
de formar estructuras a-hélices u hojas-f anfipaticas, esta conformacioén estructural a
menudo esté inducida por la interaccion con los fosfolipidos de la membrana de la célula
diana [19,20].

1.1.2. Mecanismos de accién

Los AMPs muestran multiples mecanismos de accién y a pesar de que estos provienen
de diferentes fuentes se han descrito semejanzas en ciertas vias de accion [6,21]. Por
ejemplo, la interaccién entre los AMPs y las células diana es el producto de la atraccion
electrostatica en donde los péptidos catidnicos interactian con los componentes de
carga negativa en la superficie de las células bacterianas [22,23]. En este punto el
mecanismo de accion de los péptidos diverge y se los clasifican en AMPs activos de
membrana, si hay perturbacion de la integridad de la membrana citoplasmatica, y AMPs
intracelularmente activos si existe la translocacion del péptido al citoplasma [6,16,20,22—
24].

Los AMPs activos de membrana tienen su primera interaccién con el microrganismo por
atraccion electrostatica. Dado que, los péptidos al ser catidnicos son atraidos por las
superficies aniénicas de las bacterias, ya sea por los acidos teicoicos en Gram positivos
o0 lipopolisacéaridos en Gram negativos [23—-25]. Esta interaccion ocasiona que ciertas
zonas de la membrana externa del microorganismo se desestabilicen y generen poros
hidrofébicos, que provocan la pérdida de material citoplasmatico, causando la muerte
de los microrganismos [20,24—-26]. Mientras que, los AMPs intracelularmente activos
que logran penetrar la membrana, tienden a acumularse en el interior e interferir con los
procesos metabdlicos, incluyendo la sintesis de los componentes celulares de vital
importancia, duplicacion de ADN, traduccion y plegamiento de proteinas, sintesis de la

pared celular y el recambio metabdlico [6,16,20,22—-24].

1.1.3. Péptidos identificados en la familia Leptodactylidae



Por otro lado, hasta el 2019, se han reportado mas de 4325 péptidos bioldégicamente
activos [27]. Y, de acuerdo con Xu y Lai (2015) se han descrito mas de 2000 péptidos,
agrupados en mas de 100 familias diferentes de péptidos [2]. Ademas, dado que los
AMPs de los anfibios presentan un rapido efecto letal y una amplia actividad
antimicrobiana, han despertado el interés como una nueva fuente potencial de

antimicrobianos, especialmente contra patdgenos resistentes [19].

Por ello, la busqueda de compuestos bioactivos con potencial uso biomédico abarca
una amplia variedad de anuros, principalmente de las familias Hylidae, Ranidae,
Dendrobatidae y Leptodactylidae [28]. En esta ultima familia, en el Ecuador se hallan 5
de los 13 géneros de anfibios con los que cuenta, ademas, estos géneros se encuentran
en tres subfamilias: Leiuperinae, Leptodactylinae y Paratelmatobiinae [29,30]. De la
subfamilia Leptodactylinae se han descrito varios péptidos con una variada actividad
biologica, entre ellas la antimicrobiana. Estos péptidos biol6égicamente activos se
encuentran descritos dentro de las familias de péptidos: ocelatinas, taulinas, plasticinas
y leptoglicinas [2,13,14,31-35].

Las ocelatinas son péptidos que contienen residuos altamente conservados, pues
presentan una Gly!, Asp?, Lys’, Lys!!, His!® y Lys? [36]. La mayoria de los péptidos
descritos de esta familia muestran una actividad antimicrobiana débil, en contra de:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae, y una baja actividad
hemolitica [14,31,33,37-39]. Entre ellos se describen los siguientes: ocelatina-1 a
ocelatina-11 caracterizada de Leptodactylus ocellatus; ocelatina-PT1 a ocelatina-PT8
de L. pustulatus; ocelatina-S de L. syphax; ocelatina-1l y ocelantina-2| de L. insularum;
ocelatina-1N y ocelatina-2N de L. nesiotus; ocelatina-V1 a ocelatina-V3 de L. validus;
ocelatina-L de L. laticeps; y ocelatina-P de L. pentadactylus [14,31,33,37—-41]. Ademas,
el péptido ocelatina-L tambien presenta actividad en contra de Candida albicanas y el
péptido ocelatina-P exhibe anticancerigena en la linea celular del melanoma murino
B16F10 [13,42]. Por otra parte, los péptidos ocelatina-4 a ocelatina-6 de L. ocellatus son

inactivos en contra de E. coliy S. aureus [14].

Las taulinas son péptidos que se caracterizan por ser ricos en Gly/Leu [34]. Ademas,
hasta la fecha sélo se han descrito cuatro péptidos a partir de las secreciones de
Pleurodema thaul. El péptido taulina-1 es el Unico de su familia que presenta una
moderada actividad antimicrobiana en contra de E. coli, S. aureus y K. pneumoniae,
ademds, muestra baja tasa de citotoxicidad en contra de células humanas y animales
[34].



Las plasticinas son péptidos antimicrobianos que se caracterizan por tener dos Gly
conservadas en la posicién 1 y 4 [35]. La plasticina-L1 fue descrita a partir de las
secreciones de L. laticeps y tiene la inusual actividad de liberar insulina de las lineas
celulares BRIN-BD11 B clonales de rata [35,43].

Hasta la fecha, sélo se ha descrito una leptoglicina de L. pentadactylus [44]. La
leptoglicina es un péptido antimicrobiano selectivo Unicamente para bacterias Gram

negativas, debido a que inhibe a Pseudomona aeruginosa, E. coli y C. freundii [14,44].
1.1.4. Rana Lithodytes lineatus (Anura: Leptodactylidae)

La mayoria de los péptidos previamente descritos provienen de especies que
pertenecen a la subfamilia Leptodactylinae [29]. En esta subfamilia se encuentra la Unica
especie descrita en el género Lithodytes [29,30]. L. lineatus es una especie de anuro
terrestre que habita zonas de bosque himedo primario y secundario [30,45]. Ademas,
esta especie se encuentra presente en la cuenca amazonica que abarcan los paises de
Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Brasil y las Guyanas [30,46—48]. En el
Ecuador, se ha reportado especimenes en las provincias de Sucumbios, Napo,

Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe [30].

L. lineatus es un anuro mediano, ademas, los machos se diferencian de las hembras
por su tamafio, dado que, los machos llegan a medir de 33-45 milimetros y las hembras
de 44-56 milimetros [30,45]. Por otro lado, su dorso y flancos son negros y presenta un
par de rayas dorsolaterales que se originan en la punta del hocico hasta la ingle [30].
Las rayas dorsolaterales varian ente el color amarillo y bronce, en los juveniles son
amarillo cremosas y en adultos bronce-dorada [45]. Ademas, las superficies dorsales en
las extremidades inferiores presentan una tonalidad marrén palido con maracas
transversales en marron oscuro. El iris de esta especie se caracteriza porque presenta
un color bronce oscuro con reticulaciones y una banda horizontal cafés oscuras
[30,45,47], véase Figura 1.



Figura 1: Ejemplar de L. lineatus. Esta especie de anuro se distribuye ampliamente en
la cuenca amazonica y se caracteriza por su dorso negro y rayas dorsolaterales que

varia entre amarillo-bronce.
Fuente: Ron y FaunaWebEcuador, 2022 [30].

Es una especie con actividad diurna y su reproduccién est4 asociada a hormigas
cortadoras de hojas (Atta cephalotes) [46—48]. Esta especie deposita sus huevos en un
nido de espuma que se encuentra en pozos superficiales o subterraneo [30,48]. Los
renacuajos son rosados y su cuerpo se encuentra vascularizada para captar el escaso

oxigeno presente en su habitat (pozos de agua) [30,48].
1.2. Planteamiento del problema

El incremento de la resistencia antimicrobiana a los farmacos convencionales se asocia
principalmente al uso indebido y excesivo de farmacos, la liberacion de compuestos
téxicos en las aguas y suelos, el desarrollo industrial, el crecimiento urbanistico, la
ingesta de farmacos antimicrobianos en alimentos y la transmision de microorganismos
resistentes de los animales [49-55]. Esto ha provocado que los antibidticos se vuelvan
menos efectivos, ocasionando que cada vez nos quedemos sin alternativas terapéuticas
para tratar las enfermedades infecciosas [27,49,51]. Ademas, la resistencia a los
antimicrobianos se ha convertido en un desafio creciente y constituye una amenaza
para la salud. Debido a que, los pacientes corren el riesgo de tener resultados clinicos
adversos, como: la prolongacion de una enfermedad infecciosa puede llegar a producir
la muerte. Incluso los costos hospitalarios se incrementan, dada la necesidad de utilizar
dosis mas altas, no obstante, las bajas condiciones socioeconémicas de muchas
familias no les permiten acceder a estos tratamientos, ocasionando que aumente la
mortalidad [50,52,55].



Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a través de su Sistema
Mundial de Vigilancia Antimicrobiana realizé un estudio en 22 paises donde evidenci6
la resistencia generalizada de: E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, Streptococcus
pneumoniae y Salmonella spp. [55,56]. Dado que, la resistencia a los antibi6ticos en
todo el mundo se esta acercando a niveles peligrosos, la OMS promueve que los
gobiernos establezcan politicas que incentiven la investigacion y desarrollo (1+D) de
nuevos farmacos [52]. Ademas, en el Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica (INSPI) determiné que las especies de bacterias mas resistentes son: E.
coli, K. pneumoniae, S. aureus, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, Enterococcus

faecalis y E. faecium [57,58].

Bajo esta problematica, es imperativo la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana. La naturaleza es por excelencia una importante fuente de estos
compuestos bioactivos [59]. Dado que, los organismos en su habitat se han visto
obligados a desarrollar estrategias para su defensa o competencia, de esta forma se
puede obtener compuestos bioactivos en las plantas, organismos marinos,

microorganismos, hongos, insectos, anfibios, entre otros [12,20,59].
1.3. Justificacion de lainvestigacion

El potencial farmacolégico de las secreciones cutaneas de los anfibios ha sido
ampliamente descrita y caracterizada mundialmente [2]. Ademas, la piel de los anfibios
han demostrado ser una fuente importante de moléculas con valor biomédico, utiles para
el desarrollo de nuevos antimicrobianos [5,9-12]. Asi mismo, a pesar de la alta
diversidad de anfibios que posee el Ecuador (658 especies), muy pocos estudios se han
realizado en torno al potencial biomédico de los AMPs [30]. Con esto en mente, Ecuador

no puede quedar exento de realizar investigaciones en este campo.

Dicho esto, Lithodytes lineatus es una especie de rana perteneciente a la subfamilia
Leptodactylinae, de la cual se han descrito péptidos con actividad antimicrobiana en
especimenes, como: Leptodactylus ocellatus, L. lantrans, L. labyrinthycus, Physalaemus
nattereri, L. pustulatus, L. nesiotus, entre otros [14,36,37,39,40,60,61]. Asi mismo, un
estudio exploratorio realizado en el parque “La Isla” Tena-Ecuador, demostré que las
secreciones cutaneas de 4 especies de anfibios: Scinax ruber, L. lineatus, L.
discodactylus y Dendropsophus rhodopeplus presentan actividad antimicrobiana en
contra de al menos un microorganismo (ya sea bacteria u hongo). Entre ellas, las
secreciones de L. lineatus mostraron amplios espectros de actividad (inhibiendo a 6/8

microorganismos analizados) y por ello fue elegida para este estudio [62]. Cabe recalcar
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que, el perfil peptidico de la secrecién cutanea de L. lineatus no ha sido investigado; por
lo tanto, la caracterizacién estructural y bioldégica de sus compuestos significa una
oportunidad inestimable de descubrir y describir nuevos compuestos quimicos

biolégicamente activos, con potencial aplicacion farmacéutica.
1.4. Objetivos de la investigacion
1.4.1. General

Analizar la actividad antimicrobiana de las secreciones cutaneas de Lithodytes lineatus

y caracterizar la estructura primaria de un péptido que presente actividad antimicrobiana
1.4.2. Especificos

e Evaluar la actividad antibacterial y antifangica de las fracciones aisladas por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en contra de E. coli, S. aureus y C.

albicans

e Caracterizar la estructura primaria de cinco péptidos presentes en las secreciones

de L. lineatus mediante clonaciéon molecular

e Sintetizar un péptido antimicrobiano y determinar la potencia y actividad

bacteriostatica o bactericida en contra de E. coli, S. aureus y C. albicans

e Determinar el grado de hemolisis del péptido sintetizado



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Recoleccién de especimenes de Lithodytes lineatus

En este estudio se emplearon seis especimenes de L. lineatus: cinco adultos silvestres
recolectados en diferentes localidades de la provincia de Napo y un espécimen adulto
cautivo proporcionado por el Centro Jambatu de Investigacién y Conservacion de
Anfibios (véase Tabla S1, anexos). Todos los individuos colectados fueron
transportados al laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad
Regional Amazédnica Ikiam para la extraccién de las secreciones cutaneas. Una vez que
se obtuvieron las secreciones crudas, los especimenes fueron devueltos a su habitat
natural. Finalmente, el permiso para el acceso a los recursos genéticos fue
proporcionado por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica (MAE), bajo
el contrato marco: MAE-DNB-CM-2016-0051.

2.2. Extraccién de las secreciones cutaneas de Lithodytes lineatus

Las secreciones cutaneas de L. lineatus fueron extraidas mediante estimulacién manual
por medio de un masaje suave en la zona dorsal del espécimen. Luego, las secreciones
blanquecinas se lavaron con agua destilada. Las muestras obtenidas se congelaron
inmediatamente y se almacenaron a -80°C durante 24 horas. Finalmente, las muestras

se liofilizaron y almacenaron a -20°C.

2.3. Fraccionamiento de las secreciones cutaneas de L. lineatus

2.3.1. Fraccionamiento por HPLC en fase reversa de la secrecion total

La secrecion liofilizada fue fraccionada mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
en fase reversa (RP-HPLC de Waters). Primero, se pesaron 3 mg de la secrecion y se
disolvieron en 200 pL de Buffer A (H20 al 99,95%, &cido trifluoroacético TFA al 0,05%),
luego se clarificé por centrifugacion a 16000 g (fuerza G o RCF: fuerza centrifuga
relativa) durante 10 minutos y se filtr6 con una membrana de 0,22 um (Fisherbrand
Sterile Syringe PES, Acrylic). Seguidamente, 50 uL de la muestra filtrada se sometié a
RP-HPLC empleando un sistema de HPLC con un detector dual UV-Vis 12 2489 en el
rango de 214 y 280 nm, bombas e inyector 2545, colector de fracciones lll (Waters,
USA) y equipado con una columna analitica C-18 (Phenomenex Jupiter; 4,6 x 250 mm).
Los péptidos eluyeron con un gradiente lineal formado por 95% del buffer A y 5% del
buffer B (acetonitrilo ACN al 99,95%, TFA al 0,05%) hasta el 100% del buffer B, durante
120 minutos a un caudal de 1 mL/min. La recoleccion de las fracciones se realiz



manualmente para cada pico visualizado en el cromatograma. Finalmente, se realizé

alicuotas de 200 pL de cada fraccién y las muestras se guardaron a 4°C.
2.3.2. Actividad antimicrobiana de las fracciones de RP-HPLC

Se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana empleando las fracciones obtenidas
por RP-HPLC. Para lo cual, 200 pL de cada fraccion se concentraron al vacio durante 3
horas a 21°C. Luego, las muestras fueron resuspendidas en 20 uL de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Previamente, se reanimaron E. coli, S. aureus y C.
albicans, para lo cual se transfiri6 100 pL de un cultivo crio conservado en 15 mL de
Caldo Mueller Hinton (MHB) y se incub6 durante toda la noche a 37°C con agitacion a
150 rpm. Luego, se transfirieron 500 pL de cada medio de cultivo, a una nueva botella
con 20 mL de MHB y se incub6 con agitacién a 150 rpm (revoluciones por minuto) y
37°C hasta obtener 1 x 10° UFC/mL (unidades formadoras de colonia por cada mililitro).
Para el ensayo, se inocularon 20 yL del microorganismo en una placa Petri con Agar
Mueller Hinton (MHA), el inéculo se distribuyé homogéneamente con un hisopo estéril.
Seguidamente, con una pipeta Pasteur se retiraron 27 tampones de agar de cada placa.
En cada pocillo se agregaron 2 pL de cada fraccidn, este ensayo se realizo por triplicado
para cada microorganismo y como control negativo se empleé PBS. Finalmente, las
placas se incubaron a 37°C durante toda la noche y se visualizé la actividad

antimicrobiana a través de la formacion de halos de inhibicion.

2.3.3. Espectrometria de masas MALDI-TOF de las fracciones con actividad

antimicrobiana

Las masas moleculares de las fracciones cromatograficas con actividad antimicrobiana
se analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Desorcién/ionizacién por
laser asistida en matriz acoplada a un detector de tiempo de vuelo) en modo reflectron
positivo, en un espectrometro de masas Axima Performance (Shimadzu). Para ello, se
colocaron 2 yL de cada fraccién mas 1 pL de matriz (4cido a-ciano-4-hidroxicinamico 10
mg/mL) en la placa de muestras MALDI y se dejaron secar. Posteriormente, se
analizaron las fracciones con los siguientes ajustes del equipo: el rango del espectro de
masas fue de 1000 a 5000 Da, numero de disparos del laser 2/espectro y una potencia
de 40 V.

2.4. Clonaje Molecular

2.4.1. Extraccién del ARNm de las secreciones totales de L. lineatus



El ARN total de las secreciones se extrajo mediante el kit SV Total RNA Isolation
System. En resumen, 5 mg de la secrecién liofilizada fueron diluidos en 175 pL del buffer
de lisis y se homogeniz6. Luego, se agregaron 350 uL del buffer de dilucion,
inmediatamente se incubo a 70°C durante tres minutos y se centrifug6 a 14000 g durante
10 min. ElI ARN total se separé empleando una columna de centrifugado, para lo cual
se agregaron 50 pL del buffer de incubacion de DNasa y se incub6 a 21°C durante 15
min. Luego se afiadieron 200 pL del buffer de Stop DNasa y se centrifugé a 14000 g
durante 1 min. EI ARN total se recuperd con un lavado con 100 pL agua libre de
nucleasas. Por otro lado, para recuperar el ARNm se utilizé el Kit PolyATtract® mRNA
Isolation Systems. En resumen, al ARN total se agregaron 3 pL de Oligo-dT biotinilados
y 13 pL 20X SSC; y se incubo a 21°C durante 10 min. EIl ARNm poliadenilado se separ6
utilizando particulas paramagnéticas acopladas a estreptavidina, se incub6 a 21°C
durante 10 min y se lavé con el buffer 0,1X SSC. EI ARNm se recuper6 con 40 yL agua
libre de nucleasas (dos lavados de 20 pL). Finalmente, el ARNm total aislado se

almacend a -80°C hasta su uso.
2.4.2. Construccion de las librerias 3’ADNc

Se efectud la transcripcion reversa de 4 pL del ARNm previamente extraido, esto
permitird obtener la cadena 3'ADNc. Para ello, la muestra de ARNm del paso anterior
fue concentrada al vacio hasta un volumen de 20 pL. Luego se utilizo el kit GoScript™
Reverse Transcription System para preparar el ADNc. En resumen, 4 pL del ARNmy 1
pL del primer 3'CDS 20 pM (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CT30V N-35
V=AC 0G N=AT, C, o G) se incubaron a 70 °C durante 5 minutos en el
termociclador. Luego, se afiadieron 15 pL de la Master Mix preparada con: 5,8 pL H20O,
4 L Buffer GoScript 5X, 3,2 pL MgCl, 5 mM, 1 pL dNTPs 10 mM y 1 uL la enzima
GoScript retro transcriptasa. Se incubo la reaccion a 25°C por 5 min, luego a 42°C
durante 60 min y a 70°C por 7 min. Finalmente, se guardo la libreria 3'ADNc a -20°C.

Este proceso se realiz6 4 veces.
2.4.3. RACE PCR de las librerias 3’ADNc

Se empled la libreria construida previamente para obtener las secuencias nucleotidicas
de los péptidos que transcribe L. lineatus. Primero, se prepar6 una Master Mix, para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que est4 constituida de: 8,5 uL de H;O tipo
PCR, 4 uL del Buffer Green 5X, 0,9 uL del MgCl; 1,5 mM, 0,4 uL de dNTPs 10 mM, 0,5
uL del primer forward DERMO-PDS (5'-GAC CAA AGA TGT CWT TCT TGA AGA AAT-

3') 20 uM, 0,5 pL del primer reverse NUP (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-
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3') 20 uM, 0,2 pL de la enzima GoTaq polimerasa y 5 pL de la libreria. Ademas, el control
negativo para cada repeticion se preparé adicionando 15 pL de la Master Mix y 5 pL de
agua en lugar de la libreria. Luego las muestras se colocaron en el termociclador y los
parametros de los ciclos fueron los siguientes: 1 ciclo de 94°C/60 s; 40 ciclos de 94°C/30
s,59y61°C/30sy 72°C/ 180 s; y 1 ciclo de 72°C/600 s.

2.4.4. Electroforesis de los productos de la RACE PCR

Los productos de la RACE PCR se visualizaron por medio de una electroforesis en gel
de agarosa. Primero, se prepard agarosa al 2% con el buffer TBE 1x. En el gel de
agarosa se cargaron 5 pL del marcador de peso molecular 100 pb (pares de bases) de
Promega y 5 uL de cada producto de RACE PCR con su respectivo control negativo. La
corrida electroforética fue configurada con los siguientes parametros: 400 miliamperios
y 70 V durante 60 minutos. Una vez terminada la corrida, se tifieron las bandas de ADN
con el tinte Diamond™ Nucleic Acid Dye de Promega, para lo cual, se preparé la solucién
de tincién con 5 pL del tinte junto a 50 mL del buffer TBE 1x reciclado. Luego, el gel se
incubd en la solucion de tinciéon a 22°C en un agitador orbital a 60 rpm durante 35

minutos. Finalmente, se visualizé el gel en el fotodocumentador con luz UV.
2.4.5. Purificacion de los productos de las RACE PCR

Los productos de la PCR, de entre 400 y 500 pb, se purificaron utilizando el kit de
purificacién PureLink PCR (de Invitrogen™). En primer lugar, se determiné el volumen
de los productos de PCR seleccionados. Luego, se agregaron 4 volumenes del buffer
de unién a 1 volumen del producto de PCR y se homogeniz6. Luego, se transfirié a una
columna de centrifugado y se centrifugd a 10000 g durante 1 min. El ADN se lavé con
650 uL del buffer de lavado y se centrifugd a 10000 g durante 1 min y luego se volvi6 a
centrifugar a 14000 g durante 3 min. Finalmente, se agregaron 50 uL del buffer de
elucién a la columna que contenia el ADN y se incubé a 21°C durante 1 min. EI ADN se

recuperd por centrifugacién a 14000 g durante 2 min.
2.4.6. Ligacion al vector pGEM-T Easy

Los productos purificados se ligaron al sistema pGEM-T Easy Vector (Promega). Para
ello, se prepar6 un Master Mix constituida de: 2,5 pL de 2X Rapid Ligation Buffer, 0,5 pL
del pGEM-T Easy Vector 50 ng, 1 uL del producto purificado 22,5 ng, 0,5 pL de la T4

DNA Ligasa 3 weiss units/ pl y 0,5 uL de agua desionizada, volumen final de 5 ul.
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Finalmente, se incubd por 1 hora a temperatura ambiente (21°C) y luego toda la noche
a4°C.

2.4.7. Transformacién bacteriana

La transformacién bacteriana se realiz6 utilizando células competentes de alta eficiencia
E. coli DH5-a. Para lo cual, se dispensaron 100 pL de células competentes y 2,3 ul del
producto de ligacion con el vector pPGEM-T Easy y se incub6 en una cama de hielo por
20 minutos. Transcurrido el tiempo establecido, el tubo de Eppendorf con la soluciéon de
bacterias E. coliy el producto de ligacién se incubaron en el termobloque a 42°C durante
45 segundos y después en hielo durante 2 min. Luego, se agregaron 950 uL de medio
SOC y se incub6 a 37 °C con agitacion a 150 rpm durante 110 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, se inocularon 100 pL de las bacterias transformadas en placas
con medio MacConkey y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Finalmente, se
seleccionaron las colonias blancas/transparente y con un palillo estéril se subcultivaron
en una placa con medio MacConkey. Se eligieron 100 colonias transformadas y se

incubaron a 37°C durante toda la noche.
2.4.8. PCR de colonias y visualizacién de los productos por electroforesis

Cada colonia transformada del paso anterior fue resuspendidas en 20 uL de agua estéril.
Luego, las muestras fueron incubadas a 100°C por 5 min y luego en hielo por 5 min. El
ADN plasmidico se separé por centrifugacion a 14000 rpm durante 10 min y se recuperé

el sobrenadante.

El ADN plasmidico se amplific6 por PCR. Para ello, se prepar6 una Master mix
constituida por: 14,8 uL de H,O tipo PCR, 5 uL del Buffer Green 5X, 0,8 uL del MgCl,
25 mM, 0,5 pL de dNTPs 10 mM, 1,25 uL del primer M13F (5-GTAACG CCAGGG TTT
TCC CAC-3) 10 uM, 1,25 pL del primer M13R (5-TGT GAG CGG ATA ACA ATT TCA
C-3’) 10 uM, 0,125 pL de la enzima GoTaq polimerasa y 1,25 uL del ADN plasmidico.
Luego las muestras se colocaron en el termociclador y los parametros de los ciclos
fueron los siguientes: 1 ciclo de 94°C/60 s; 30 ciclos de 94°C/30 s, 55°C/30 sy 72°C/
180 s; y 1 ciclo de 72°C/600 s. Finalmente, la visualizacién de los productos de PCR se
siguié la metodologia empleada en la visualizacion de los productos del RACE PCR, de

la seccién 2.4.4.

2.4.9. Secuenciacion de los precursores peptidicos
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Los productos de la PCR del paso previo que presentaron un tamafio de banda de 600
pb fueron seleccionados para secuenciar empleando el método Sanger en el
Laboratorio de la Universidad de las Américas. Para esto, se enviaron alicuotas de 10

UL y se solicité la purificacion de las muestras previo al secuenciamiento.
2.4.10. Andlisis e identificacion de los péptidos codificados de ADNc

Se utilizé el software libre MEGA X para el analisis de las secuencias de los péptidos.
Luego, las secuencias fueron analizadas comparandolas con las bases de datos de
NCBI (Centro Nacional de informacién Biotecnol6gica) para verificar coincidencias con
otras secuencias, mediante la herramienta basica de busqueda de alineacion local
(BLAST) BLASTn (para nuclettidos) y BLASTp (para aminoéacidos) [63,64]. Los
pardmetros empleados en BLASTn fueron: organismo “frogs & todas (taxid:8342)" y el
algoritmo discontiguous megablast, mientras que, los parametros para BLASTp fueron:
base de datos estandar y el algoritmo blastp. Ademas, los resultados obtenidos de
BLASTn y BLASTp se filtraron de acuerdo con el porcentaje de cobertura. Se obtuvo la
masa molecular teérica del péptido empleando el software libre Peptide Mass Calculator
V 3.2 [65]. Por otro lado, se realizo la prediccion de la estructura secundaria empleando
los softwares libres Jpred 4 y el servidor automatico para la prediccion de estructuras
secundarias de proteinas PHD [66,67]. Ademas, la estructura 3D fue predicha por el
software I-TASSER [68]. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas empleado el

programa de computadora Bachem Peptide Calculator y Heliquest [69,70].
2.5. Secuenciacion de péptidos mediante espectrometria de masas en tandem

Se realiz6 espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de la secrecién liofilizada para
conocer la secuencia de los péptidos maduros. Primero, se diluyé 1 mg de secrecién
liofilizada en 500 pl del buffer A (H.O al 99,99% y acido férmico al 0,01 %), la muestra
fue clarificada por centrifugacion a 16000 g durante 1 min, este proceso se realizo 3
veces, y se filtr6 en una membrana de 0,22 um (Fisherbrand Sterile Syringe PES,
Acrylic). Luego, se inyectaron 10 ul en la columna UPLC C-18 (Phenomenex C-18; 4,6
x 150 mm) del sistema de UPLC-QTOF (Waters). La secrecion se fraccion6 primero en
un gradiente lineal de 100 % de buffer A (99,9 % de H,O y 0,1 % de acido férmico) a
100 % del buffer B (19,9 % de H20, 80 % de acetonitrilo, 0,1 % de acido férmico) durante
23 min a una tasa de flujo de 10 yL/min. Los parametros para la espectrometria de
masas de tiempo de vuelo cuadripolar (QTOF) fueron: el método de adquisicion de datos
fue DDA (Adquisicion dependiente de datos), un umbral para cambiar de y volver a

MS/MS de Th: 10° y la energia de colision fue: 60-80 V.
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Los datos obtenidos fueron analizados en el software Mascot Distiller. Primero, se
elaboré una base de datos con los péptidos maduros identificados en especimenes
relacionados a Lithodytes lineatus. Los datos de MS/MS y péptidos maduros se cargan
en el programa. Luego, el quipo detecta picos al intentar ajustar una distribucion
isotépica ideal a los datos experimentales. Seguidamente, el perfil de la distribucién ideal
se ajusta variando la masa, la resolucion, la intensidad y el estado de carga, para
maximizar la correlacion con los datos experimentales. Una vez que se ha obtenido el

mejor ajuste, el equipo reporta una lista de picos y la sefial correspondiente.
2.6. Sintesis en fase solida del péptido lineatina-2

El péptido lineatina-2 fue seleccionada para la sintesis porque mostré caracteristicas
fisicoguimicas, como: una buena hidrofobicidad (0,82), una propensién para adoptar una
conformacion a-helicoidal, es anfipatico y presenta una carga neta positiva de + 4,1,
similares a péptidos con actividad biolégica. Ademas, el péptido fue corroborado

mediante espectrometria de masas.

La sintesis del péptido, lineatina-2, se realiz6 mediante sintesis quimica en fase solida
usando la estrategia FMOC en un sintetizador automatico de péptidos por microondas
(Liberty Blue 909410- CEM Corporation). La resina usada para péptidos acidos fue
Fmoc Rink amide (HL), para la desproteccién de los grupos aminos se us0 piperidina
20% (v/v), para la activacion se us6 diisopropilcarbodiimida (DIC) 1My Oxyma base 1M.
Después de cada etapa de desproteccién y acoplamiento se realiz6 un lavado con
Dimetilformamida (DMF). Una vez sintetizado todo el péptido se escindié del soporte
sélido y se eliminaron todos los grupos protectores mediante una solucién acidica de
TFA: triisopropil silano (TIPS): dioxa-1,-G6ctani-diotil (DODT): H-0O
(92,5%:2,5%:2,5%:2,5%). Luego, el péptido se precipit6 con éter dietilico.

Posteriormente, se liofilizé a -80 °C.

Por otro lado, la pureza del péptido fue analizada por cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa (RP-HPLC) con un detector dual UV-Vis 12 2489 en el rango
de 214 y 280 nm, bombas e inyector 2545, colector de fracciones Il (Waters, USA) y
equipado con una columna analitica C-18 (Phenomenex Jupiter; 4,6 x 250 mm). En
resumen, se pesé 1 mg de péptido crudo y se disolvié en 500 ul del buffer A (H20O al
99,95% y TFA al 0,05%). La separacién se realizé6 mediante un gradiente lineal desde
70% del buffer A al 100% del buffer B (ACN al 99,95% y TFA al 0,05%) con un flujo de
1 mL/min durante 40 minutos. Ademas, se corrobor6 la masa molecular, mediante

MALDI-TOF MS, en un espectrometro de masas Axima Performance (Shimadzu). Para
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ello, se colocaron 2 pL del péptido sintetizado mas 1 yL de matriz (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico 10 mg/mL) en la placa de muestras MALDI y se dejaron secar.
Posteriormente, se analiz6 el péptido con los siguientes ajustes del equipo: el rango del
espectro de masas fue de 1000 a 5000 Da, numero de disparos del laser 2/espectro y

una potencia de 40 V.

2.7. Ensayos biologicos
2.7.1. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria y concentracion

minima bactericida del péptido sintetizado

La concentracién minima inhibitoria (CMI) del péptido sintético se determind en contra
de: E. coli, S. aureus y C. albicans (hongo). Primero, se prepararon diluciones seriadas
del péptido sintético en dimetilsulféxido (DMSQO) para obtener concentraciones de 512,
256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 x 102 mg/L. Los microorganismos en fase exponencial se
diluyeron hasta obtener 1 x 10° UFC/mL para las bacterias y 1 x 10° UFC/mL para el
hongo. Luego, se colocaron 2 pl de cada dilucion de péptido y se agregaron 198 pl del
microorganismo a analizar en una placa de 96 pocillos. Como control negativo se
empled el caldo Mueller Hinton estéril (MHB), mientras que, el segundo control se
preparé con 198ul de cultivo microbiano y 2 uL de DMSO en lugar del péptido sintético.
Se prepararon 7 réplicas del ensayo. La placa de 96 pocillos se incub6 a 37°C durante
18 horas. Después, se midié la absorbancia a 550nm en un lector de microplacas
(GloMax® Discover, Promega). Para determinar la CMI se identificaron los pocillos que
no presentaban crecimiento microbiano. Este experimento se realizd en triplicado.
Ademas, se determind la concentracién minima bactericida (CMB), para lo cual, 10 uL
de cada concentracion de péptido que no presento6 crecimiento se subcultivo en placas
de Agar Muller Hinton y se incubé a 37°C durante toda la noche. La CBM se determiné
como aquella concentracion minima donde no creci6 el microorganismo. Finalmente, el

experimento se replicé tres veces.
2.7.2. Actividad hemolitica del péptido sintetizado

La actividad hemolitica del péptido lineatina-2 se evalu6 a las concentraciones
empleadas en los ensayos de actividad antimicrobiana. En resumen, se prepararon 50
mL de una solucién de glébulos rojos al 4% (v/v) del grupo sanguineo O positivo. Luego,
se mezclaron 200 pl de la suspension de gldbulos rojos (4%) con 200 pl de cada
concentracion de péptido (512 a 1 x 102 mg/L). El control negativo se prepar6
adicionando 200 ul de glébulos rojos y 200 ul de PBS en lugar de péptido. Mientras que,

el control positivo se prepard con 200ul de glébulos rojos, 195 ul de PBS y 5 pl Triton X-
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100. Los tubos fueron incubados durante 120 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el
tiempo, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se transfirié a
una placa de 96 pocillos. La lisis de los glébulos rojos se analizé en el lector de

microplacas (GloMax® Discover, Promega) a una longitud de onda de 570 nm.

Con los datos obtenidos, se calcul6 el porcentaje de hemodlisis con la siguiente férmula:

Donde:

%H = porcentaje de hemolisis
A = al valor de la densidad 6ptica (OD) de la concentracién del péptido
Ao = OD del control negativo

Ay = OD del control positivo

A su vez, con los datos de porcentaje se calculd la concentracion hemolitica media
(CHsp), que es la concentracion a la que una dosis del péptido sintético gener6 el 50%
de hemodlisis, mediante la calculadora AAT Bioquest — Calculadora EC50

(https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator) [71].
2.8. Andlisis estadistico

Los ensayos biolégicos se realizaron por triplicado y los datos fueron analizados
mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba post hoc de Dunnett
usando el programa estadistico GraphPad Prism 8. Ademas, los datos son presentados
como el promedio * la desviacién estandar. Finalmente, el nivel de significancia se

estableci6 con p < 0,05.
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CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS
3.1. Fraccionamiento de la secreci6on cutaneas de L. lineatus y actividad

biolégica de las fracciones

El perfil cromatogréfico de la secrecion de L. lineatus revelo la presencia de varios picos
a una longitud de onda de 214 nm. Adicionalmente, el fraccionamiento por RP-HPLC
(columna C-18) a partir de un pool de muestras de exudados cutaneos de L. lineatus
permitieron colectar 61 fracciones. En cada fraccion se analiz6 la actividad
antimicrobiana en contra de: E. coli, S. aureus y C. albicans (véase tabla 1). Diez
fracciones marcadas con un numero en el perfil cromatografico de la figura 1
presentaron actividad antibacteriana inhibiendo a E. coli. Asi mismo, las muestras
marcadas con un asterisco (*) en la misma figura también inhibieron a S. aureus. Sin
embargo, ninguna de las fracciones analizadas mostré actividad biol6gica en contra de

C. albicans, véase tabla 1.

214 nm

et
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o
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<
o
(=}

<o
[}
o
N
*

Absorbancia (AU)

/

0.00 16.00 32.00 48.00 64.00 80.00
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<
o
=

Figura 2: Perfil cromatografico de la secrecién cutdnea de Lithodytes lineatus mediante
RP-HPLC. Los picos que presentaron actividad biolégica en contra de E. coli estan
marcados con un namero y lo que también mostraron actividad en contra de S. aureus

con un asterisco.
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Tabla 1: Actividad antimicrobiana de 61 fracciones obtenidas por HPLC. El signo “+”
singifica que la fraccion inhibié el crecimineto del microorganismos, caso contrario

ocurre con el signo “-”. Ademés, las fracciones que no se muestran no exibieron

actividad bioldgica en contras de los microorganismos probados.

Numero de fraccién Actividad antimicrobiana

Masa (Da)
HPLC Cromatograma E. coli S. aureus C. albicans  Maldi-TOF
f-10 1* + + - ND
f-11 2% + - ND
f-25 3 + - - ND
f-26 4* + + - 1312,42
f-32 5 + - - ND
-39 6 + - ND
f-45 7 + - - 1737,29
f-49 8* + + - ND
f-50 o* + + - ND
f-52 10 + - - ND

ND : no determinado

3.2. Clonaje molecular de las secuencias de precursores

A partir de un pool de muestras de secreciones cutaneas de Lithodytes lineatus se
identificaron tres secuencias de nucleétidos, de longitud completa, que codifican pro-
péptidos. Los marcos abiertos de lectura (ORF) de estas secuencias constan de 186 a
264 nucledtidos que se traducen en una estructura tripartita, conformada por: un péptido
sefal, una region acida y el péptido maduro. La region no traducida (3'UTR) consta de

una region variable de 88 a 152 nucleétidos y la cola poli A de 23 a 30 nucledtidos.

El péptido Lineatina-1 consta de un péptido sefial de 22 residuos seguido por una regién
acida de 22 residuos con tres sitios de procesamiento (KR) y un precursor de péptido
maduro de 45 residuos con un sitio de procesamiento KR, generando dos péptidos de
13 y 30 residuos (lineatina-1a y 1b, respectivamente) (figura 2a y figura 3). El péptido
Lineatina-2 muestra un péptido sefial de 22 residuos continuado por una region &acida
de 16 residuos con dos sitios de procesamiento KR y un péptido maduro amidado en el
C-terminal de 22 residuos (figura 2b y figura 3). Finalmente, Lineatina-3 consta de un
péptido sefial de 22 residuos seguido por una region acida de 10 residuos con dos sitios
de procesamiento KR y un péptido maduro de 47 residuos con un sito de procesamiento
KK, generando dos péptidos de 13y 30 residuos, denominados Lineatina-3ay Lineatina-

3b respectivamente (figura 2c y figura 3). Lineatina-3b es un péptido maduro amidado
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en el C-terminal. La secuencia de nucleotidos y de aminoacidos de los pro-péptidos se

muestran en la figura 2.

(a) Lineatina-1
M S F L K K S L F L \Y L F L G L Vv S
1 ATGTCTTTCTTGAAGAAATCTCTGTTCCTTGTACTATTCCTTGGATTGGTCTCC
| S | C D E E K R E E E G E M E E E
55 ATTTCCATCTGTGATGAAGAGAAAAGAGAGGAAGAAGGAGAAATGGAAGAAGAA
K R I Y K R D S M D \Y | A A A T E C
109 AAGAGAATTTATAAACGTGACTCTATGGATGTTATAGCTGCAGCAACCGAATGT
T K R | L K N S D L T S L S N | K S
163 ACAAAGCGCATACTAAAAAACAGTGATCTAACTTCTTTAAGTAATATTAAAAGT
H A K E \% S A C Vv K Q R M S S *
217 CACGCAAAGGAAGTAAGTGCATGTGTTAAGCAGAGGATGAGCTCCTAAAAGTGA
271 TATAAAAAGGAATCTATTGAAAGTAAAAGCTTATCTTACATAAAGATGTCACCA
325 GAATGCAATTTTTCCTATGAGATCACAATTATTACTAGTGTCACATGATAATAA
379 AGTATATTAGCCCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(b) Lineatina-2
M S F L K K S L F L \Y L F L G L \' S
1 ATGTCTTTCTTGAAGAAATCTCTATTCCTTGTACTATTCCTTGGATTGGTCTCC

L S | C D E E K R E E E E K L H E Q
55 CTTTCCATCTGTGATGAAGAGAAAAGAGAGGAAGAAGAGAAACTCCATGAACAG
K R | L P L L | T A A K Vv | P K | H

109 AAGAGAATATTACCATTGTTAATAACTGCAGCAAAAGTAATTCCAAAGATACAC

S F F K N L G *
I63AGTTTTTTTAAAAATTTAGGATAAAATCCATAAAGGTGTCACCAGACTCAATGT
217 CTCCTAAGACCGCACAATTATTACTAGTGCCCTAATATAATAAAGCATATTTAA
271 CCCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(c) Lineatina-3
M S F L K K S L F L \' L F L G L Vv S
1 ATGTCATTCTTGAAGAAATCGCTGTTTCTTGTGCTATTCCTTGGATTGGTCTCC
L S | C D E E K R E E E K R S Q E S
55 CTTTCCATCTGTGATGAAGAGAAAAGAGAGGAAGAAAAGAGAAGTCAAGAAAGT
D W Q K A V D K M Q E C T Q R Vv L K
109 GATTGGCAAAAAGCTGTAGATAAAATGCAGGAATGTACACAGCGTGTATTAAAA
K S G P Y S P S E | N Q N M L Q | |
163 AAGAGTGGTCCGTATTCTCCTAGTGAAATAAACCAAAATATGCTGCAAATAATC
E C S K A L S G i
217 GAATGTTCCAAAGCTCTCAGCGGATAGTAAAACATAATTGTGAATGAAGATGTC
271 ACCAAAATGCAATATTTCTTAAGACCGCACAATCATTACTAGTGCCATAATACA
325 ATAAAGCAGATTTAACCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 3: Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas traducidas del marco de lectura
abierto que codifican a los péptidos Lineatina-1, Lineatina-2 y Lineatina-3. Los péptidos
sefal estan subrayados, los espacioadores acidos se encuentran en cursivas, los
péptidos maduros estan resaltadas de color gris y los codones de parada se muetran

con un asterisco. El sitio de escision de la tripsina (KR y KK) estan en negrita.
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< 1 > <-2-> 3> < 4 >
Lineatina-1 MSFLKKSLFLVLFLGLVSISIC DEE KR EEEGEMEEEKRIY
Lineatina-2 MSFLKKSLFLVLFLGLVSLSIC DEE KR EEEEKLHEQ
Lineatina-3 MSFLKKSLFLVLFLGLVSLSIC DEE KR EEE

<5> < 6 > <7> <8>
Lineatina-1 KR DSMDV IAAATECT KR
Lineatina-2 KR | LPLLITAAKVIPKIHSFFKNL G*
Lineatina-3 KR SQESDWQKAVDKMQECTQRVL K K

< 9 > <7>
Lineatina-1 | LKNSDLTSLSNIKSHAKEVSACVKQRMSS *
Lineatina-3 SGPYSPSEINQNMLQI ITECSKALS G *

Figura 4: Secuencias aminoacidicas precursoras de Lineatina-1, Lineatina-2 y
Lineatina-3 traducidas del marco abierto de lectura. La estructura de los precursores
consiste en: (1) péptido sefal; (2,4) espaciadores acidos; (3,5,8) sitios de procesamiento

de péptidos dibasicos; (6,9) péptidos maduros; (7) donantes de amida.

Por otro lado, al someter los ORFs de las secuencias nucleotidicas a un BLASTn, se
evidencio que, la secuencia precursora de Lineatina-1 tiene una cobertura de 28% y un
84% de similitud a la filoseptina-15 de Phyllomedusa hypochondrialis; mientras que, la
secuencia precursora de nucleétidos de Lineatina-2 tiene un 99% de coberturay un 71%
de similitud a filoseptinas de P. tarsius, Agalychnis spurrelli y P. coelestis; y Lineatina-3
presenta una cobertura de 40% y un 77% de similitud a una dermaseptina-AC de A.

callidryas, véase la Tabla 2.

Tabla 2: Parametros resultantes al someter los ORFs a un BLASTn. La alineacién local

se realizé con la secuencia nucleotidica.

L. Secuencia de . Porcentaje de Ndamero de
Péptido Especie Cobertura . Valorde E
consulta Identidad acceso
Lineatina-1  Filoseptina-15 P. hypochondrialis 28% 84,8% 3,0E-25  AM292541.1
Filoseptina-PT P. tarsius 99% 71,1% 2,0E-31 LT703448.1
Lineatina-2 Filoseptina-SP1 A. spurrelli 99% 71,8% 1,0E-33 MK766841.1
Filosepina-PCo P. coelestis 99% 70,6% 7,0E-31 LN999523.1
Lineatina-3 Dermaseptina-AC  A. callidryas 40% 77,6% 1,0E-22 MN809621.1

Ademas, al realizar un BLASTp de las secuencias aminoacidicas completas de los
péptidos identificados, se observé que, la secuencia de lineatina-1 tiene una cobertura
del 87% y una similitud de 48% con la dermaseptina-A4 de A. annae; Lineatina-2
presenta una cobertura del 100% y 49% de similitud con la filoseptina-PV1 de P. vaillantii
y 47% con la filoseptina-PCo de P. coelestis; y lineatina-3 tiene una cobertura del 87%

y una similitud del 44% a una dermaseptina-PH de P. hypochondrialis, véase Tabla 3.

20



Tabla 3: Parametros resultantes al someter las secuencias aminoacidicas a un BLASTp.

La alineacion local se realiz6 con la secuencia aminoacidica completa traducida del

ORFs.
Péptido Secuencia de Especie Cobertura Porcent.aje de Valorde E Ndmero de
consulta Identidad acceso
Lineatina-1 Dermaseptina-A4 A. annae 87% 48,6% 9,0E-03 093224.1
Lineatina-2 Filoseptina-PV1 P. vaillantii 100% 49,2% 2,0E-06 QMP81456.1
Filosepina-PCo P. coelestis 100% 47,8% 4,0E-06 CUX90934.1
Lineatina-3 Dermaseptina-PH P. hypochondrialis 87% 44,5% 2,3E-02 AOA2US8IJCR5.1

De la misma forma, al realizar un alineamiento con las secuencias que comparte

similitud, exhiben aminodcidos conservados en la regién del péptido sefial y en la regién

de los espaciadores acidos. Mientras que, en la region del péptido maduro no comparten

amino&cidos conservados tipicos de cada familia de péptidos, véase Figura 5.

Péptido Secuencia

(a) 1 22
Lineatina-1 M S F L K K F LV L FLGLVS I S I C
Dermaseptin-A4 A M L .

23 43
Lineatina-1 D E E K R E G EME E E R I - R
Dermaseptin-A4 E N Q D E Q S E E

44 67
Lineatina-1 D S M DV I A T E C K R 1 L K S DL T
Dermaseptin-A4 G M - - - - F N M L G G L A G QA

68 90
Lineatina-1 S L S N I K A K EV SACV KAQRMS s *
Dermaseptin-A4 A G AV G Q - - - - - - - - -

(b) 1 22
Lineatina-2 M S F L K K F LV L FLGLVS LS I C
Phylloseptin-PV1 A F .

Phylloseptin-PCo A F F

23 46
Lineatina-2 D E E K R E E K L HE Q - - - - - - K R
Phylloseptin-PV1 E E N D E E DD K S E E
Phylloseptin-PCo E E N D E E DD K S E E

47 70
Lineatina-2 I L P L L | A KV I P K I HS F F N L G *
Phylloseptin-PV1 F S . | - P I AG G . A ALV
Phylloseptin-PCo F S M | - P I A G G A S L V .

(c) 1 22
Lineatina-3 M S F L K K F L Vv L F L GL V S L S I C
Dermaseptin-PH D | | Vv

23 44
Lineatina-3 D E E K R - EE - - - - - - - - - - KR
Dermaseptin-PH E E M E Q DD E QS E M

45 68
Lineatina-3 S Q E S D W AV D KMOQETCTAOQRV L K K S
Dermaseptin-PH AL - - - - - - - - - - - - W K E N

69 93
Lineatina-3 G P Y S S NQNMLOQI I E C S AL S G *
Dermaseptin-PH K A A L N - - - - NL VQGGGQ - - - -

. :aminodcidos concervados

- : gaps anadidos para maximizar la alineacion

*:cododn de parada

Figura 5: Comparacién de las secuencias aminoacidicas de los péptidos identificados

en L. lineatus. a) Comparacion de Lineatina-1 con la dermaseptina-A4. b) Comparacion
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de Lineatina-2 con la filoseptina-PV1 y filoseptina-PCo. ¢) Comparacion de lineatina-3
con la dermaseptina-PH. Los péptidos sefiales estan subrayados, los espaciadores
acidos se encuentran en cursivas, los péptidos maduros estan resaltadas de color gris
y los codones de parada se muestran con un asterisco. El sitio de escision de la tripsina
(KR y KK) esta en negrita. La zona marcada de naranja corresponde a los residuos de
aminodcidos conservados de las filoseptinas. La zona marcada de verde corresponde a

los residuos de aminoacidos conservados de las dermaseptinas.

Aparte de esto, al analizar las secuencias aminoacidicas de los péptidos maduros no se
obtuvo resultados significativos al comparar con la base de datos del Centro Nacional
de Informaciéon Biotecnoldgica (NCBI) utilizando BLASTp. De la misma forma, al
comparar con péptidos de la familia ocelatinas, se observa que no comparte

aminodcidos conservados, véase figura 6.

Péptido Secuencia (aa)
Lineatina-1a
Lineatina-1b
Lineatina-2
Lineatina-3a
Lineatina-3b
Ocelatina-PT1
Ocelatina-PT2
Ocelatina-1
Ocelatina-2
Ocelatina-F
Ocelatina-L1
Ocelatina-L2
Ocelatina-S
Ocelatina-V1
Ocelatina-V2
Ocelatina-K1
Ocelatina-LB1
Ocelatina-LB2
aa: aminoacidos

>
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<
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Figura 6: Comparacion de las secuencias aminoacidicas de los péptidos maduros de
las lineatinas con 13 ocelatinas identificadas en especimenes de la familia
Leptodactylidae. La zona marcada de naranja corresponde a los residuos de

aminodcidos conservados de las ocelatinas.
3.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos identificados

La longitud de los cinco péptidos maduros identificados es variada, puesto que los
residuos de aminoécidos varian entre 13 y 30: el péptido mas corto es lineatina-1a y el

mas largo es lineatina-1b, justo en medio se encuentra lineatina-2, lineatina-3a y
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lineatina-3b con 22, 21 y 24 aa respectivamente. Lineatina-2 tiene el mayor valor de
hidrofobicidad (0,8) seguido de lineatina-3b>lineatina-la>lineatina-1b>lineatina-3a.
Lineatina-1b y lineatina-3b presentan momentos hidrofébicos similares con un valor de
22%, mientras que, los valores para lineatina-1a, lineatina-2 y lineatina-3a son 29, 45y
47% respectivamente. Ademas, dos péptidos tienen una carga neta positiva: lineatina-
1b con un valor de +3 y lineatina-2 con +4,1; lineatina-1a y lineatina-3a presentan una
carga neta negativa de -3 y -1 respectivamente y lineatina-3b tiene carga neutra (0).
Finalmente, lineatina-1b y lineatina-2 presentan valores similares en el punto isoeléctrico
de >10. Las caracteristicas fisicoquimicas de los cinco péptidos se predicen y se tabulan

en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos identificados en las secreciones

de L. lineatus.

Nombre Secuencia (aa) Tamaiio Hidroboficidad Momento  Carga a Masa |
hidrofébico pH7 tedrica (Da) P

Lineatina-1a DSMDVIAAATECT 13 0,386 0,294 -3 1325,55 2,9
Lineatina-1b ILKNSDLTSLSNIKSHAKEVS 30 0,228 0,222 3 3273,72 10,2
ACVKQRMSS
Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNLa 22 0,802 0,450 41 2474,55 10,3
Lineatina-3a ?{SESDWQKAVDKMQECTQ 21 0,141 0,479 -1 2508,17 4,6
Lineatina-3b if:YSPSElNQNMLQ”ECSK 24 0,424 0,226 0 2607,27 6,4
a

a: péptido amidado en el extremo C-terminal

Las estructuras teoricas secundarias predichas por Jpred 4 y PHD revelan una
propension de los péptidos para adoptar una conformacion a-helicoidal, el contenido de
esta estructura esta entre 36-81%, véase tabla 5. Mientras que, las estructuras
tridimensionales (3D) predichas por I-TASSER varian entre dos tipos: péptidos con una
sola a-hélice para lineatina-1a, lineatina-1b, lineatina-3a y lineatina-3b, y un péptido con
dos hélices unidas por un pliegue, para lineatina-2, como se observa en la tabla 5.
Ademas, la proyeccién de rueda helicoidal de lineatina-2 demuestra que es anfipético,
con residuos polares, como: Lys (K) y His (H) alineados en una cara de la hélice y los
residuos hidrofébicos Leu (L), Val (V) e lle (I) alineados en la cara opuesta, asi mismo,
lineatina-3a muestra una conformaciéon similar. Sin embargo, la proyeccién de rueda
ilustra una baja anfipaticidad en la conformacion de lineatina-1a, lineatina-1b y lineatina-
3b (véase tabla b5).
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Tabla 5: Prediccion de la estructura secundaria mediante Jpred 4 y PHD, prediccion de
la estructura 3D por I-TASSER y diagramas de rueda helicoidal de los péptidos
identificados. El cédigo de color de los aminoacidos para las proyecciones de la rueda:
amarillo = no polar hidrofébico, en gris = Gly y Ala (no polar hidrofébico), azul = basico,
rojo = &cido, morado = polar sin carga, rosa = polar sin carga, verde = Pro (apolar sin

carga) y verde claro = His.

Prediccion de la
Péptido estructura secundaria Prediccion de la estructura 3D
Jpred 4 [%] PHD [%]

Proyeccion de rueda
helicoidal

Asp,

Hélice (Vals
—Al
Lineatina-1a %)

[38,5%]

Hélice (His16 Hélice (Ile13 "e 1
Lineatina-1b —Argz7) ~Metzg)

[36,7%] [53,3%]

Hélice (Leu,

S Halce 0o
Lineatina-2 Val;3-Lys;g) Y20
[81,8%]

[77,3%]

Hélice (Trps Hélice (Asps

Lineatina-3a —Argio) ~Valz) Se r.1

[66,7%] [76,2%]

Hélice (Glug Hélice (Prog

- =S
Lineatina-3b Gluyg) €rzo)

145,8%] (62,5%]

3.4. Espectrometria de masas en tandem
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El péptido lineatina-2 identificado inicialmente por clonacion molecular, luego se

confirmé mediante espectrometria de masas en tandem (UPLC-QTOF) que mostrd 29

iones fragmento peptidicos de la secuencia (véase figura 7). Asi mismo, se identificé un

ibn con su masa monoisotépica de [M+4H]*" = 619,17 Da y su masa molecular de
2474,67 Da.

(a

)
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g 9
2 . - 3,
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L 1 F 3
o . -2 O
o O] - o
T ] - =
F e -
D—_ T B o
0 1200 Observado
m/z
(b)
# b b+r bi brh- bl} bl}ﬂ- Sﬂl— ¥ yw yl- yi-"" yl} yl}*—r 8
1| 114.0913] 57.5493 I 22
2| 2270754 114.0913 L |2362.4737|1181.7405{2345.4472|1173.2272|2344 4631|1172.7352|21
3| 324.2282) 1626177 P |22493896|1125.1985(2232 3631|1116.6852|2231.3791]1116.1932|20
4| 437.3122| 219.1598 L |2152.3369|1076.6721{2135.3103|1068.1588|2134.3263|1067 666819
5| 550.3963) 275.7018 L |2039.2528|1020.1300{2022.2263|1011.6168|2021.2422]|1011.1248|18
6| 663.4804| 3322438 T [1926.1688| 963.5880(1909.1422| 955.0747|1908.1582| 954 5827|17
T| 764.5280) 3827677 T46.5175] 373.7624| T |1813.0847| 907.0460|1796.0581| 898.5327|1795.0741| 898.0407|16
§| 835.5652| 418.2862 817.5546] 409.2809| A |1712.0370| 856.5221|1695.0105| 848.0089|1694.0264| 847.51659|15
9| 906.6023] 453.8048 888.5917] 44479951 A |1640.9999| 821.0036|1623.9733| 812.4903|1622.9803| 811.9983|14
1011034 6972 517.8523]1017.6707| 509.3390]|1016.6867| 508.8470| K |1569.9628| 785 4850|1552.9362| 776.9718|1551.9522| T776.4797|13
11]11133.7656] 567.3865|1116.7391| 558.8732|1115.7551| 558.3812| V |1441.8678| 721.4375|1424.8413| 712.9243|1423.8573| 712.4323|12
12{1246.8497| 623.9285(1229.8232| 6154152]1228.8391| 6149232| T |[1342.7994| 671.9033|1325.7729| 663.3901|1324.7888| 662.8981|11
1311343 9025] 672.4549]1326.8759| 663.9416|1325.8919] 663.4496| P |1229.7153| 675.3613|1212 6888 606.8480|1211.7048| 606.3560|10
14|1471.9974] 736.5024|1454 9709| 727.9891|1453.9869] 727.4971| K |1132.6626| 366.8349|1115.6360| 5358.3217|1114.6520| 557.8296| 9
15|1585.0815] 793.0444|1568.0550| 784.5311|1567.0709] 784.0391| I |1004.5676| 502.7874] 9875411 494.2742| 986.5570| 493.7822| 8
16|1722.1404| 861.5738|1705.1139| 853.0606|1704.1298| 852.5686| H | 891 4835| 446.2454| 8744570 437.7321| 873.4730| 437.2401) 7
17|1809.1724] 905.0899]1792.1439| 896.5766|1791.1619] 896.0846| S | 734.4246| 377.7160| 7373981 3692027| 736.4141| 368.7107| 6
18]1956.2409] 978.6241|1939.2143| 970.1108]|1938.2303| 965.6188| F | 667.3926| 334.1999]| 650.3661| 3256867 5
1912103.3093|1052.1583|2086.2827(1043.6450|2085.2987|1043.1530| F | 5203242| 260.6657| 503.2976| 2521525 4
20(2231.4042|1116.2058|2214 3777|1107 6925(2213.3937|1107.2005] K | 373.2558| 187.1315] 356.2202| 178.6183 3
21(2345.4472|1173.2272|2328.4206|1164.7139(2327.4366(1164.2219] N | 245.1608| 123.0840| 228.1343] 114.5708 2
22 L | 131.1179| 66.0626 1

Figura 7: Fragmentos MS/MS del ion precursor [M+4H]*: 619,17 de lineatina-2

(2474,67 Da) identificado en las secreciones sutaneas de Lithodytes lineatus. a)

espectro de MS/MS de los iones fragmentos identificados. b) la tabla muestra los iones

fragments b y y predichos para lineatina-2. Estos iones se destacan en color rojo.
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Curiosamente, las caracteristicas que presenta el péptido lineatina-2 (Tabla 4 y Tabla
5) y su corroboracion por espectrometria de masas (figura 7), lo hizo ideal para ser

sintetizado y evaluado in vitro.
3.5. Sintesis quimica del péptido lineatina-2

El péptido lineatina-2 fue sintetizado, utilizando la sintesis de péptidos en fase sélida y
se obtuvo una pureza > al 81% (véase figura 8b). Adicionalmente, la identidad molecular
del péptido sintético fue corroborado por MADI-TOF MS ([M+H]" = 2475,1 Da) versus su

masa tedrica calculada (2474,5 Da) (véase Tabla 4 y Figura 8a).

(a)

% Int.
100 24751
(b) %
24741
2.40, 60
—3—- 40
.§ 1.60 20 2497.0
§ 0 i L J LRI
G
_E 0.801 2000 2200 2400 2600 2800
< m/z
0.004
8.80 17.60 26.40 35.20 44.00

Tiempo (minutos)
Figura 8: Sintesis del péptido lineatina-2: a) perfil cromatografico con una pureza > 81%
y b) identidad molecular del péptido lineatina-2 ([M] = 2774,1 Da, [M+H]" = 2475,1 Da).

3.6. Actividad antimicrobiana y hemolitica del péptido sintético lineatina-2

La actividad antimicrobiana del péptido sintético lineatina-2 fue evaluado en contra de:
E. coli, S. aureus y C. albicans. El péptido sintético mostré una buena actividad
antimicrobiana con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1,6 uM para S.
aureus, 6,5 UM para E. coli y 12,9 uM en C. albicans. Asi mismo, mostr6 una
concentracién minima bactericida (CMB) de 3,2, 6,5y 25,9 uM en contras de S. aureus,

E. coliy C, albicans respectivamente, los valores se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6: Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracidbn minima bactericida

(CMB) del péptido sintético lineatina-2. En comparacién con péptidos identificados en

especimenes de la familia Leptodactylidae.

CMI uM (mg/L)

CMB M (mg/L)

Péptido E. coli S. aureus C. albicans E. coli S. aureus C. albicans Ref.
Lineatina-2 6,5 (16) 1,6 (4) 12,9 (32) 6,5 (16) 3,2(8) 25,9 (64)
Pentadactilina 25 (55) 200 (438) >200 (>438) NP NP NP [43]
Laticeptina 50(110) >200 (>438) >200 (>438) NP NP NP [13]
Taulina-1 25,8 (62,5) 197,5 (500) NP 25,8 (62,5) 197,5 (500) NP [33]
Ocelatina-LB1 114 (250) ND 233,5(512) NP NP NP [38]
Ocelatina-PT1 300 (800) >300 (>800) NP NP NP NP [14]
Ocelatina-PT4 80 (200) >300 (>800) NP NP NP NP [14]

NP: no probado, ND: no determinado

Por otro lado, cuando se probé la citotoxicidad en contra de eritrocitos el péptido

lineatina-2 mostr6 una actividad hemolitica de 2,95% a 6,5 uM, concentracién a la cual

presenta una CMI y CMB en contra de las dos bacterias analizadas, véase Figura 9y

Tabla 6. Ademas, el péptido presenta una concentracién hemolitica media (CHso) de

45,7 pM.

120

% %k %k

Hemalisis (%)

r 1 1 1
V..o % >

QT AT O B AT oY ©

Concentracion del péptido (uM)

Figura 9: Actividad hemolitica del péptido sintético lineatina-2. Lineatina-2 induce una

hemolisis menor al 3% a la concentracion que inhibe a las bacterias. El control positivo

(triton X-100) fue considerado como el 100% de hemdlisis. Existe diferencia significativa

comparado al control positivo determinado por ANOVA y prueba post hoc de Dunnett:

*p < 0,05y **p < 0,001.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Fraccionamiento de las secreciones cutaneas y actividad antimicrobiana

En los resultados obtenidos se observa que ciertas fracciones de la secrecion cutdnea
de L. lineatus tiene actividad antimicrobiana, dado que, 10 fracciones (fraccién-1 a 10)
fueron capaces de controlar el crecimiento de E. coliy 5 de estas fracciones (fraccion-
1, 2, 4, 8y 9), también, presentaron actividad en contra de S. aureus, sin embargo, de
las fracciones analizadas todas fueron inactivas para C. albicans. Esto indica que debe
existir diferentes moléculas en la piel de esta especie y que estas deben tener diferentes

tipos de accién dependiendo de las células sobre las que actian.

Se presume que la actividad antimicrobiana proviene de los péptidos. Esta presuncion
se realiza en base a la presencia de varios picos en el perfil cromatografico a 280y 214
nm de las secreciones cutaneas de L. lineatus. Dado que, a la longitud de 214 nm
permite la identificacion de componentes que contienen enlaces peptidicos, mientras
que, a la longitud de 280 nm permite detectar péptidos que contengan residuos
aromaticos (aminoacidos aromaticos) [72—74]. Esto indicando la variada diversidad
peptidomica de la piel de este anfibio [75]. Asi mismo, la variacion, selectividad y
potencia observada de las fracciones reflejan la diversa concentracion de los péptidos
antimicrobianos que tienen las secreciones cutaneas de esta especie [12,37,75]. Estos
resultados son congruentes con estudios realizados en especimenes de su misma
familia (Leptodactylidae), en donde, se ha observado perfiles cromatograficos a 280 y
214 nm con una variada presencia de picos [14,32,76]. Ademas, varias investigaciones
realizadas desde el 2004 hasta el 2020 han descrito 28 secuencias de aminoacidos y
de secuencias de ADNc precursoras de péptidos presentes en la secrecidn cutdnea de
varias especies del género Leptodactylus [14,77]. Estas secuencias se han identificado
en los perfiles cromatograficos de las especies en las que se han identificado [14,36].
Por lo que, la mayoria de los picos observados en el perfil cromatogréfico de L. lineatus
podrian ser péptidos con diferente nimero de aminoacidos, lo que resulta en una

variedad de moléculas.

Por otro lado, la actividad antimicrobiana en contra de E. coliy S. aureus, se correlaciona
con varias investigaciones en especimenes de la misma familia, ya que, han descrito
gue son un recurso rico en péptidos con diversas actividades biolégicas, pues se han
encontrado péptidos, como: ocelatina-PT1-PT8, ocelatina-V1-V2, ocelatina-4-6, entre
otros, que presentan actividad en contra de E. coli, S. aureus, C. albicans, Proteus
mirabilis y K. pneumoniae [13,14,34,38,39,44,62,78,79].
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4.2. Clonaje molecular de las secuencias precursoras de péptidos

La estructura de los pro-péptidos identificados es similar entre si y con los pro-péptidos
ya descritos de otras especies. Es asi como, esta constituido por 3 regiones: el péptido
sefal, los espaciadores acidos y el péptido maduro [12,14,34,36,80]. El péptido sefial
de las secuencias identificadas, comprende a un péptido de sefial potencial para la
translocacion de la membrana del reticulo endoplasmatico, que termina con un residuo
Cys (C2) [14,81]. El péptido sefial es seguido de una zona acida que termina con dos
aminodcidos basicos consecutivos Lys-Arg (KR), estos residuos dibasicos son
conocidos como una sefial de procesamiento pro-hormonal de escision de la tripsina
[14,80,82]. Finalmente, los péptidos maduros identificados difieren de los péptidos
encontrados en los miembros de su misma familia, ademas, se identifico que dos de los
cinco péptidos maduros identificados (lineatina-2 y 3b) presentan un residuo de Gly (G)

en el extremo C- terminal, lo que implica la amidacion del péptido en ese extremo [36].

Por otro lado, la secuencia nucleotidica y aminoacidica de lineatina-2 comparte una
similitud del 71 y 49 %, respectivamente, con otras filoseptinas [63,64]. Estos valores
hacen pensar que se ha identificado una nueva filoseptina. Sin embargo, al analizar las
secuencias aminoacidicas completas de las filoseptinas con las que comparte similitud,
presentan una secuencia conservada FLSXIP (donde, X: es un aminoacido no
conservado) en la region N-terminal, y, de acuerdo con Proafio y sus colaboradores [12]
y Wu y sus colaboradores [83], las filoseptinas comparten una secuencia conservada
(FLSLIP) en la region N-terminal. Asi pues, se observa que lineatina-2 no comparte esta
secuencia de aminoacidos conservados en el péptido maduro, por lo tanto, no se puede
considerar como una nueva filoseptina. En realidad, la similitud atribuida a las
filoseptinas se debe en gran medida a que comparte regiones conservas en el péptido
sefal y la region acida. Esta caracteristica no hace que forme parte de las filoseptinas
porque al analizar las regiones mencionadas de lineatina-2, filoseptina-PV1 y
ocelatinaa-PT1 comparten secuencias de aminoacidos conservados, pese a que los
ultimos péptidos son de diferentes familias (véase figura S2 en anexos). De la misma
forma, la secuencia nucleotidica y aminoacidica de lineatina-1 comparte una similitud
del 84 y 48 % con filoseptinas y dermaseptinas, respectivamente. Pese a que el
porcentaje de cobertura para la secuencia aminoacidica es de 87%, el valor de e-value
es bajo (0,003), haciendo que la identificacidon no sea precisa. Asi mismo, el porcentaje
de similitud (48%) para la secuencia aminoacidica se debe a que comparte regiones
conservas en el péptido sefial y la region acida. Ademas, el péptido lineatina-1 no
compatrte las caracteristicas de las demaseptinas porque no contiene una W (Trp) en la
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posicién tres y la secuencia conservada AA(A/G)KAAL(G/N)A en la regién media, que
fueron descritas por Proafio y sus colaboradores [12] y por Nicolas y sus colaboradores
[84]. El panorama gue presenta lineatina-1 se repite para lineatina-3. En vista de ello,
tambien se comparé con las secuencias de péptidos maduros que se han identificado
en la familia Leptodactylidae. Las ocelatinas empleadas en la comparacién exhiben
aminodcidos conservados en la posicion cuatro (D-Aps), siete (K-Lys), once (K-Lys),
dieciséis (H-His) y veinte (K-Lys), pero, en lineatina-1, lineatina-2 y lineatina-3 no
conservan dichos aminoéacidos, por ende, no se considera como nuevas ocelatinas
[14,36,37,39,77].

Esta claro que al no tener una nomenclatura para los nuevos péptidos identificados
porque sus secuencias no permitieron gue se asignaran a ninguna de las familias de
péptidos descritos hasta la fecha. Entonces, los nuevos péptidos se denominaron
Lineatinas siguiendo la nomenclatura propuesta por Amiche y sus colaboradores [85] y
por Conlon [86]. La propuesta para la nomenclatura de péptidos se deriva a partir del
nombre de la especie de la rana de la que se aislaron los péptidos y se incorporaron los
nameros para indicar que estos son los primeros péptidos encontrados en esta especie
[85,86].

4.3. Analisis de los péptidos identificados

La diversidad en cuanto a estructura y mecanismos de accion por parte de los péptidos
antimicrobianos no permite una asociacion clara entre estructura y actividad, sin
embargo, hay parametros estructurales y propiedades fisicoquimicas que comparten
muchos péptidos antimicrobianos [87-90]. En este sentido, una caracteristica que
poseen muchos péptidos antimicrobianos es su carga neta positiva, pues es importante
para la interaccion electrostatica péptido-microorganismo [87,89]. Dicho esto, la carga
neta neutra (0) de lineatina-3b y la carga negativa de -3 de lineatina-1a y -1 de lineatina-
3a no ayuda a la interaccién electrostatica, por ende, estos péptidos no van a exhibir
actividad antimicrobiana [34]. Por otro lado, la carga neta positiva que posee el péptido
lineatina-1b de +3 y lineatina-2 de +4,1 favorece la interaccién electrostética, y, por
ende, se espera que presenten actividad antimicrobiana. Asi mismo, dado que el
momento hidrofébico es una medida cuantitativa de la anfipaticidad del péptido, por
ende, valores altos y moderados del momento hidrofébico promueven la actividad
antimicrobiana, y, el péptido lineatina-2 tiene un valor moderado, y se espera que
presente mayor actividad en comparacion a lineatina-1b [91-93]. Esto es evidente, en

los diagramas de rueda helicoidal porque se observa que lineatina-2 tiene un caracter
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anfipatico mas remarcado que lineatina-1b. Ademas, la hidrofobicidad refleja la
capacidad que tienen los péptidos para penetrar la membrana bacteriana hace
necesario que esté presente una alta hidrofobicidad, tal es el caso de lineatina-2 que
tiene una alta hidrofobicidad y se espera que presente una buena actividad
antimicrobiana [93,94]. Finalmente, al analizar la estructura 3D se observa la presencia
de una Gly en el extremo C-terminal de lineatina-2, esto favorece la amidacion en ese

extremo, y aumenta la actividad antimicrobiana [90].

Finalmente, uno de los 5 péptidos maduros identificados (lineatina-2) se corroboré
mediante espectrometria de masas en tdndem, por ende, este péptido fue sometido a
sintesis quimica. Sin embargo, al emplear la misma metodologia no se pudo identificar
a los otros cuatro péptidos maduros restantes, esto podria atribuirse a: una baja
concentracién de la muestra, una baja expresién del péptido, sin expresion es decir que

no fueron traducidas o que la degradacion de los péptidos sea rapida [12,95].
4.4. Actividad biolégicay hemolitica del péptido sintético lineatina-2

Los resultados muestran una buena actividad antimicrobiana por parte del péptido
sintético lineatina-2. De acuerdo con los modelos de Shai-Matsuzaki-Huang (SMH), se
necesita una carga neta positiva (péptidos catiénicos) para interactuar con las membras
de las bacterias [88,89,96]. En efecto el péptido lineatina-2 posea una carga neta (a pH
7) de + 4,1 haciéndolo ideal para ejercer actividad sobre la membrana bacteriana.
Puesto que, el efecto de la cationicidad de los péptidos antimicrobianas es proporcional
a la actividad antimicrobiana y citotoxica [97,98]. Ademas, lineatina-2 comparte
caracteristicas estructurales e hidrofébicas con otros péptidos antimicrobianos
[36,80,99]. En este sentido, estas caracteristicas son importantes en el mecanismo de
accion, dado que, varios estudios han de mostrado que la membrana celular es el
principal objetivo de los péptidos catidnicos [100]. El efecto de la potencia del péptido
sobre las bacterias puede ser el resultado de la composicion de la membrana [89,90].
Dado que, en las bacterias Gramnegativas (por ejemplo E. coli) la interaccién del péptido
se ve favorecida por la presencia de lipopolisacéridos (LPS) aumentando la carga neta
negativa hacia la membrana externa [25,89,98]. Mientras que, en las bacterias
Grampositivas (por ejemplo S. aureus) no tiene una membrana externa o LPS, pero, su
estructura superficial estad formada por peptidoglucano que es rico en 4cidos teicoicos.
Los &cidos teicoicos estan cargados negativamente, por lo tanto, favorecen la carga
negativa de la pared celular y la interaccién con péptidos catiénicos, véase figura S3 en

anexos [25,90,98]. Ademas, como se observa en la prediccion de la rueda helicoidal, el
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péptido lineatina-2 tiende a forma hélices anfipéticas, y, de acuerdo con varios autores
este tipo de estructuras son caracteristicos de los péptidos antimicrobianos, ya que
ayudan a interactuar con las membranas bacterianas [25,89,101,102]. Finalmente,
lineatina-2 es un péptido amidado en el extremo C-terminal. Esta es otra caracteristica
que permite tener una buena actividad antimicrobiana, dado que, varios autores
mencionan que la amidacién del grupo C-terminal resulta en un aumento de la actividad

antimicrobiana porgue se incrementa en +1 la cationicidad del péptido [90,103—-105].

Por otro lado, el aumento de la incidencia de las infecciones fungicas y la aparicion de
la resistencia a los antifingicos en Candida spp. ha impulsado la busqueda de nuevos
agentes antifungicos, y, los péptidos antimicrobianos son una alternativa prometedora
debido a sus actividades de amplio espectro [106,107]. En este contexto, el péptido
lineatina-2 tiene una actividad de amplio espectro, dado que, fue capaz de ejercer
actividad biologica en contra de C. albicans. La actividad antifiingica del péptido lienatus-
2 esta dada por su caracteristica catidnica porque promueve la atraccion electrostatica
hacia los fosfolipidos en las membranas fungica como el fosfatidilinositol y la
fosfatidilserina o hacia los componentes de la pared como las manoproteinas en la
levadura [106,108]. Ademas, Lum y sus colaboradores [68] sugieren que el aumento de
los residuos catidnicos mejora la interaccion del péptido con las paredes de las
levaduras. De la misma forma que en las bacterias, la potencia con la que actia el

péptido es el resultado de la composicion de la membrana de la levadura [89,90].

Cabe sefalar que en la tabla 3 se observa que el péptido, también, presenta actividad
microbicida (bactericida y fungicida) en contra de E. coli (CMB = 6,5 uM), S. aureus
(CMB = 3,2 uM) y C. albicans, (CMB = 25,9 uM). Esto sugiere que el mecanismo de
accion que ejerce el péptido sobre los microorganismos ocasiona lisis celular
[25,89,90,106,109]. Es decir, que el péptido microbicida induce la muerte por necrosis
celular en los microorganismos analizados, ya que provoca una serie de incidentes que
conducen a la ruptura de la membrana citoplasmatica ocasionando la expulsion del

contenido celular [110].

Por otra parte, la actividad hemolitica que presentan los péptidos es uno de los
principales obstaculos a la hora de su formulacion como farmacos [83]. Por ende, se
hace indispensable realizar ensayos de citotoxicidad. En este sentido, el péptido
sintético lineatina-2 presentd un bajo efecto hemolitico (3%) en la concentracion que
presenta CMI y CMB, en contra de E. coliy S. aureus. La baja actividad hemolitica del

péptido se debe a que es un péptido amidado en el extremo C-terminal, lo que favorece

32



a una buena actividad bioldgica y una baja tasa de hemdlisis [90]. Ademas, este hallazgo
se correlaciona con la carga neta del péptido dado que varios autores describen que,
cuando un péptido presenta una carga que varia entre +2 y +5 tienden a mostrar una
baja citotoxicidad y una buena actividad antimicrobiana [109]. Sin embargo, a
concentraciones altas del péptido se evidencia mayor hemodlisis debido a su alta
hidrofobicidad [111]. Esta limitacion puede ser reducida mediante estrategias como la
modificacién de la secuencia de aminodcidos original para reducir la hidrofobicidad y
aumentar la carga neta [112]. Sin embargo, se debe recordar que si la carga neta supera
los +6 y tiene una hidrofobicidad alta ocasionara una disminucion en la potencia del
péptido y un aumento su toxicidad [109,113].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El estudio realizado determina que la secrecion total de L. lineatus presenta actividad
antibacteriana en contra de E. coli y S. aureus. Por lo que, la secrecion cutanea de L.
lineatus es promisoria para la identificacion de péptidos con actividad antimicrobiana.
Ademas, se caracteriz6 la estructura primaria de 5 nuevos péptidos que se denominaron
lineatinas. Especialmente, el péptido lineatina-2 mostr6 una buena actividad
antimicrobiana, en contra de E. coli, S. aureus y C. albicans, con un bajo efecto
hemolitico a los eritrocitos humanos. Asi mismo, este estudio demuestra la importancia
de conservar la biodiversidad de anfibios, explorar nuevas especies en el
descubrimiento de nuevos péptidos antimicrobianos claves en el desarrollo de nuevos

farmacos terapéuticos basados en estructuras de compuestos naturales.
5.2.  Recomendaciones

En futuros trabajos se sugiere enfocarse en la determinacion de la actividad biologica y
hemolitica de los péptidos identificados, dada las caracteristicas que estos presentan,
por ejemplo: determinar la actividad biolégica y hemolitica de lineatina-1b, usar como
péptido molde a lineatina-3b (carga neta 0) para aumentar la carga neta y determinar su
actividad biolégica, y dado que lineatina-2 presenta una actividad de amplio espectro,
también, es interesante probar sobre lineas celulares. Ademas, hay que tomar en cuenta
que la secrecion total de L. lineatus existe un sin nimero de moléculas, por lo tanto, es
imperativo continuar la basqueda de péptidos bioactivos empleando otros tipos de

primers.
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ANEXOS

Tabla S 1: Muestras utilizadas en la fase experimental de este trabajo.

Muestra Especie Fecha Codificacion Localizacidn Colector
1 L. lineatus 14/11/2019 SB001 Ikiam, Napo-Ecuador Carolina Proaiio
2 L. lineatus 14/11/2019 SB002 Ikiam, Napo-Ecuador Sebastian Bermudez
3 L. lineatus 15/11/2019 CP0O05 Misahualli, Napo-Ecuador Carolina Proafio
4 L. lineatus 16/11/2019 CPO06  Alto Tena, Napo-Ecuador Lic. Raus
5 L. lineatus 18/11/2019 - Misahualli, Napo-Ecuador -
6 L. lineatus 22/11/2019 - Bajo un tronco - PUCE -

Figura S 1: 3'RACE PCR de la libreria de ADNc (con el primer PDS). Se observa
fragmentos (rectangulo naranja) de ADN amplificados con un peso entre 400-500 pb a

59y 61°C. Los productos de la 3'RACE PCR fueron purificados y empleados en clonaje

3’RACE PCR PDS, Deg-SII/NUP Lithodytes lineatus 09/08/2021

c PDS  Cc- C  PDS Ce- C- Degll C-  Degll
(59°C)  (59°C) (59°C) (61°C) (61°C) (61°C) (57°C) (57°C) (59°C) (59°C)

- R wm@s&awﬁw "

-—-—_.—...—-—.—..—.-

1500 pb

1000 pbe—e  +
900 pb -
800 pb— =
700pb E 0 pb——
500 pb .
P —
300 pb
200 pb—

100 pb

molecular.

1 22
Lineatina-2 MS FLKKSTLFLVLFLGLVSLSIC
Phylloseptin-PV1 A . . . . . . . F
Ocellantin-PT1 . A e e e e e

23 46
Lineatina-2 D EEKREEEEKLHEQ"-------- K R
Phylloseptin-PV1 E . . . . . T . . . END EEDDKSEE .
Ocellantin-PT1 . .. . .QDb. -DDDDUDDDDDS--EE .

Figura S 2: Comparaciéon del péptido sefal y espaciador acido de Lineatina-2,

floseptina-PV1 y ocelatinaa-PT1. Los péptidos sefal estdn subrayados y los

47 70

espacioadores acidos se encuentran en cursivas.
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Figura S 3.- Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos. ElI mecanismo

bactericida de los AMPs activos de membrana da como resultado el aumento de la
permeabilidad de la membrana, lisis de la membrana celular o liberacién de contenidos
intracelulares. Mientras que, los intracelularmente activos Inhiben la sintesis de ADN,
ARN y proteinas, inhibe el plegado de proteinas, la actividad enzimatica y la sintesis de
la pared celular, también, promueve la liberacién de liasas. Figura tomada y traducida

de los autores: Zhang y sus colaboradores [24].

Fuente: Zhang y sus colaboradores, 2021, 6.
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