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RESUMEN

Los péptidos bioactivos son considerados los efectores mas importantes del sistema
inmune innato y la primera linea de defensa contra agentes enddégenos y exdgenos de
los anfibios. Entre ellos se encuentran los péptidos antimicrobianos (PAMs) que han
demostrado un amplio espectro contra bacterias, virus y parasitos. Por esta razon,
son considerados con potencial terapéutico debido al incremento de mortalidad en
humanos por patégenos resistentes a farmacos antimicrobianos comunes. Hasta
ahora se han reportado 1196 PAMs de anfibios. Entre los péptidos reportados, se
encuentra la familia cruzioseptina perteneciente a la especie Cruziohyla calcarifer. En
esta familia se han identificado 17 tipos diferentes de péptidos que comparten
caracteristicas comunes. En el presente estudio, se reporta por primera vez la
caracterizacion funcional del péptido cruzioseptina-11 (CZS-11). Este péptido fue
sintetizado quimicamente, purificado mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) y su masa monoisotépica fue determinada por
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS). Se realizaron ensayos antimicrobianos y
hemoliticos con CZS-11. Adicionalmente, se predijo mediante analisis bioinformaticos
las propiedades fisico-quimicas, estructura secundaria, estructura en 3D y similitud de
secuencia. Los resultados muestran que el péptido sintético CZS-11 tiene actividad
contra (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae) siendo mas
potente contra E. coli con una concentracién inhibitoria minima de 11,52 yM sin
presentar hemdlisis a dicha concentracion. Adicionalmente, los andlisis bioinforméticos
muestran que el péptido CZS-11 tiene una conformacion a-hélice anfipatica con carga
neta +1. Este estudio demuestra el potencial del péptido sintético CZS-11 como un
buen candidato para desarrollar medicamentos enfocados en contrarrestar la
resistencia bacteriana.

Palabras claves: Cruziohyla calcarifer, cruzioseptina, péptido, actividad
antimicrobiana, actividad hemolitica, a-hélice.
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ABSTRACT

Bioactive peptides are considered the most important effectors of the innate immune
system and the first line of defense against endogenous and exogenous agents in
amphibians. Among them are antimicrobial peptides (AMPs) that have demonstrated a
broad spectrum against bacteria, viruses, and parasites. For this reason, they are
considered to have therapeutic potential due to increased mortality in humans from
pathogens resistant to common antimicrobial drugs. So far, 1196 amphibian MAPs
have been reported. Among the peptides reported is the cruzioseptin family belonging
to the species Cruziohyla calcarifer. Seventeen different types of peptides sharing
common characteristics have been identified in this family. In the present study, we
report for the first time the functional characterization of the cruzioseptin-11 (CZS-11)
peptide. This peptide was chemically synthesized, purified by reverse phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) and its molecular mass was
determined by mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Antimicrobial and hemolytic
assays were performed with CZS-11. Additionally, physicochemical properties,
secondary structure, 3D structure, and sequence similarity were predicted by
bioinformatics analysis. The results show that the synthetic peptide CZS-11 has activity
against (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae) being
more potent against E. coli with a minimum inhibitory concentration of 11.52 yM without
presenting hemolysis at that concentration. Additionally, bioinformatic analyses show
that the CZS-11 peptide has an amphipathic a-helix conformation with net charge +1.
This study demonstrates the potential of the synthetic CZS-11 peptide as a good
candidate for drug development focused on counteracting bacterial resistance.

Key words: Cruziohyla calcarifer, cruzioseptin, peptide, antimicrobial activity, hemolytic
activity, a-helix.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGAR

1.1 Antecedentes

La piel de los anfibios posee funciones fisico-quimicas esenciales como: la
osmorregulacion, respiracion, termorregulacion y proteccion frente a amenazas de su
propio hébitat (1). En el transcurso de la transicion de los anfibios del agua a la tierra
evolucionaron adoptando estrategias para proteger la piel de agentes enddgenos y
exogenos (2). Una de las estrategias que adoptaron es la secrecion de un coctel quimico
a través de la piel que principalmente se produce por glandulas: mucosas y granulares
(3). Las glandulas mucosas estan distribuidas alrededor del tegumento teniendo como
funcion mantener la piel himeda y prevenir el dafio mecénico. Mientras que, las
glandulas granulares se hallan distribuidas en grupos en la piel, las cuales se encargan
de la sintesis y almacenamiento de varias moléculas de defensa (3-5). Algunas de las
moléculas actlan como antimicrobianos, irritantes, alucinégenos, convulsivos,
vasoconstrictores e incluso pueden conferir un sabor u olor desagradable (6,7). Entre
las moléculas de defensa se incluyen: alcaloides, aminas biogénicas, proteinas,

mucinas, acidos nucleicos y péptidos bioactivos (8,9).

Los péptidos bioactivos estan formados por aminoacidos unidos mediante enlaces
covalentes también conocidos como enlaces peptidicos (10). Estos péptidos son
considerados como fragmentos proteicos especificos que tienen un impacto positivo en
las funciones o condiciones corporales (11). Los cuales tiene varias aplicaciones a nivel
farmacéutico como potenciales farmacos, debido a que cumplen funciones terapéuticas
en los sistemas corporales. En el sistema inmunologico, los péptidos desempefian un
papel crucial al proporcionar una defensa efectiva contra una amplia variedad de
agentes infecciosos y exhiben actividad inmunomoduladora (12). También, existen
neuropéptidos que desempefian un papel crucial en el sistema nervioso, especialmente
en la modulacion de la actividad sinaptica. Mas aun, estos compuestos pueden actuar
como neurotransmisores primarios (13). Adicionalmente, hay péptidos que acttan en el
sistema cardiovascular que se relacionan con la actividad antihipertensiva y
antitrombotica (14). Asimismo, existen aquellos que intervienen en el sistema

gastrointestinal como posibles relajantes de la mucosa gastrica (15).



Es importante destacar que las respuestas fisiolégicas se determinan por el nimero,
tipo, secuencia y propiedades de los aminoacidos presentes en el péptido (11). Las

actividades biologicas son las expuestas en la (Figura 1-1).

Antimicrobianos

Antioxidantes Antihipertensivo

Analgésicos

Figura 1-1. Resumen de las actividades biol6gicas de los péptidos bioactivos derivados de
anfibios (16—19). Especie Cruziohyla calcarifer. Ron, S. R. (2019).
Realizad por: Taimal, 2024.

Anti-depredacién

Anticancerigeno

Cicatrizantes

1.1.1 Péptidos antimicrobianos (PAMS)

Los PAMs se caracterizan por ser péptidos de cadenas relativamente cortas
compuestas por 10-50 residuos de aminoacidos (20). En su mayoria, poseen carga neta
positiva (que oscilan entre +2 a +13), son anfipaticos a pH fisiolégico y tienen alto
momento hidrofébico (21). Los PAMs se clasifican segun su estructura secundaria en
(1) a-hélice, (2) hoja B estabilizados por puentes disulfuros, (3) estructuras extendidas
mediante enlaces de hidrégeno e interacciones de Van Der Waals con lipidos de

membrana y (4) en forma de lazo debido a la presencia de puentes disulfuro (22,23).

Segun la Base de datos de péptidos antimicrobianos (APD, por sus siglas en inglés),
(actualizado en enero 2023), se han identificado 3569 PAMs, de los cudles el 72.84 %

se derivan de animales, 10.39% de plantas, 0.7% pertenecen a hongos, 0.22 % a
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protista y Unicamente el 0.14% a arquea. Es importante destacar que existen 1196

péptidos activos de anfibios (24).

Los PAMs son candidatos a potentes medicamentos debido a su amplio espectro contra
microorganismos como bacterias, hongos, parasitos y virus (25). Ademas, funcionan en
el organismo por medio de varios mecanismos reduciendo la probabilidad de resistencia
microbiana (26).

1.1.2 Mecanismos de accién

Los PAMs presentan diferentes mecanismos de accién que principalmente se centran
en la actividad membranolitica. Sin embargo, también se han identificado algunos
péptidos que se dirigen a la pared celular y otros que tienen blancos intracelulares. Por
esta razon, los mecanismos de accién se han clasificado en 3 categorias: i) Aquellos
dirigidos a la membrana, (ii) dirigidos a la pared celular, y a (iii) blancos intracelulares
(27).

0] Los PAMs al ser mayoritariamente catiénicos interactian con las membranas
bacterianas con carga negativa por medio de atraccién electrostatica (28). Los péptidos
cationicos causan alteraciones en la membrana debido a que interactian con las
bicapas lipidicas y pueden formar poros transmembrana hidrofilicos haciendo que las
células sean permeables, produciendo la lisis o alteracion de gradientes ionicos (29).
Algunos péptidos también pueden actuar sin formar poro, de tal manera que cubren la
membrana provocando la pérdida de su integridad por medio de la produccién de
micelas (30).

(ii) En cambio, los PAMs dirigidos a la pared celular tiene como blancos a los
precursores altamente conservados (lipidos Il), un ejemplo es el precursor del

peptidoglicano (31).

(iii) Finalmente, existen PAMs que tienen blancos intracelulares. Los péptidos
pueden penetrar las células bacterianas por medio de la unién a la superficie bacteriana
seguido de su translocacion al interior de la célula por medio de poros transitorios (32).
Otra forma de translocacion a través de la membrana es por procesos mediados por
receptores sin la formacion de poros (33). Una vez que los PAMs ya ingresaron a la

célula pueden interferir en bioprocesos como: replicacion, transcripcion y traduccion de
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acido nucleicos (34,35). Asimismo, en la sintesis de proteinas porque pueden inactivar

las chaperonas bacterianas implicadas en el plegamiento de las proteinas (36).

1.1.3 Péptidos antimicrobianos en anfibios.

De la piel de los anfibios se han aislado una coleccion de varios PAMs que se pueden
explorar desde un punto vista biotecnolégico desde hace 40 afios (37,38). Hasta el 2023
segun la base de datos de péptidos antimicrobianos (APD, https://aps.unmc.edu/,
consultada el 22 de noviembre de 2023) se han identificado 3569 PAMs de los cuales
1196 pertenecen a anfibios.

Cada anfibio produce su propio conjunto de péptidos que interactlian en sinergia (39).
Los PAMs de la piel de anuros se agrupan en familias segln similitudes de la secuencia
de aminoacidos (40,41). Por ejemplo, en los géneros Phyllomedusa, Agalychnis,
Hylomantis y Pachymedusa se han identificado a las familias dermaseptinas,
filoseptinas, plasticinas, picturinas, philloxinas y cruzioseptinas. Los PAMs son muy
diversos y es poco frecuente que se encuentre un mismo péptido en dos especies, a

pesar de que estén estrechamente relacionadas (42,43).

1.1.4 Péptidos de la familia Cruzioseptina pertenecientes a Cruziohyla

calcarifer

En estudios preliminares se caracterizé el peptidoma de la secrecidon cutanea de la
especie Cruziohyla calcarifer. La familia més representativa es cruzioseptina, este
nombre es otorgado por su origen en Cruziohyla. Hasta la actualidad, se han reportado
17 tipos diferentes de cruzioseptinas (43,44). Estos tienen las siguientes caracteristicas:
son cationicos, anfipaticos, tienen una longitud de 20-32 residuos de aminoacidos,
poseen un motivo de secuencia N-terminal, GFLD-y las secuencias -VALGAVSK- 0 —
GKAAL(N/G/S) (VIA)V-en la mitad del péptido. Esta familia de péptidos parece ser
multifuncionales teniendo un amplio espectro de actividad. Las cruzioseptinas han

presentado efecto antibacteriano, antifingicos y antileishmania (43—45).



Tabla 1-1. Bioactividad de Cruzioseptinas.

Péptido Secuencia Actividad Referencias

antimicrobiana

CZS-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF-NH2 Escherichia coli, (44-46)
CZS-2 GFLDVIKHVGKAALGVVTHLINQ- Staphylococcus
NH2 aureus, Candida
CZS-3 GFLDVVKHIGKAALGAVTHLING- albicans,
NH2 Leishmania spp.
CZ5-4 GFLDVIKHVGKAALSVVSHLINE-
NH2
CZS-16 | GFLDVLKGVGKAALGAVTHLINQ- E. coli, S. aureus, C. (43)
NH2 albicans.

Cz5-17 GFLDVVKGVGKAALGAVTHLINQ-NH2

Realizado por: Taimal, 2024

En investigaciones previas se demostrd que CZS-1 es uno de los péptidos mas potentes
de la familia, sin embargo; presenta una toxicidad moderada debido a que mostré una
lisis del 20 % de glébulos rojos en la concentracion de 32 (mg/L) contra Escherichia coli
(44).



1.2 Planteamiento del problema a investigar

En la década de 1950 aparecieron una gama importante de antimicrobianos,
disminuyendo la tasa de mortalidad a causa de enfermedades infecciosas (47,48). Sin
embargo, desde los primeros afios del uso de antimicrobianos empezaron a aparecer
microorganismos resistentes a los mismos. En algunos casos, la resistencia
antimicrobiana (RA) es una caracteristica inherente al microorganismo y en otros es una
capacidad adquirida (49). Sin embargo, el uso irracional de antimicrobianos ha
incrementado el aparecimiento de los microorganismos resistentes a estos farmacos.
Dando lugar a que los microorganismos logren neutralizar o resistir el efecto de los

medicamentos antibacterianos, antiparasitarios, antivirales y fungicidas (50).

La RA ha reducido las posibilidades de tratamientos eficaces de enfermedades
infecciosas aumentando el riesgo de mortalidad, morbilidad, hospitalizacién prolongada
y elevados costos econdémicos (51). Segun la Organizacién Mundial de la Salud, las
infecciones provocadas por la RA representan alrededor de 700 mil muertes por afio y
se estima que podrian ocasionar alrededor de 10 millones de muertes para el 2050 (52).
Esto constituye un grave problema de salud y econémico que afecta al funcionamiento
de los sistemas de salud. Por esta razén, la Organizacién Mundial de la salud (OMS),
Organizaciéon mundial de la sanidad animal (OIE) y la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) han considerado a las infecciones
causadas por la RA como emergencia mundial y se requiere la implementacién de un

plan de accion global para contrarrestar la RA de forma urgente (53).

En el caso de Ecuador, se ha evidenciado el incremento de microorganismos resistentes
a antibidticos. En el reporte del Ministerio de Salud Publica, de aislados hospitalarios
con vigilancia a la RA desde 2014-2018 se evidencio que E. coli present6 el 50% de
resistencia a cefalosporinas. En cambio, K. pneumoniae mostr6 un 20-35 % de
resistencia a carbapenémicos como imipenen Yy meropenen. Mientras que
P. aeruginosa se identificé que tiene un 30% de resistencia a carbapenémicos como
imipenen y meropenen. A diferencia de S. aureus que presento el 87% de resistencia a
penicilina y un 60% a cefazolina (50). En cambio, segun un estudio en el Hospital del

dia IESS de 132 casos C albicans present6 un 23% de resistencia a fluconazol (54).



Los datos publicados en el 2015 en el Ecuador del Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica (INSPI) evidenciaron que aislados de S. aureus de origen comunitario
mostraron resistencia a cefoxitina con un 49.40 %. En cambio, E. coli mostré 83,10 %
de resistencia contra ampicilina, P. aeruginosa con un 33,20 % a ciprofloxacina y K.
pneumoniae present6 un 85,1% de resistencia a cefoxitina en muestras de sangre (55).

La emergencia causada por el aumento de numero de casos de resistencia
antimicrobiana ha orillado a la industria farmacéutica a buscar nuevas estrategias para
el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos pero las iniciativas son cada vez mas
escasas (56). Por lo que, en los ultimos afos, investigadores se enfrentan a una carrera
contra el tiempo, enfocandose en la busqueda de nuevas moléculas y estructuras
quimicas como potenciales tratamientos de infecciones causadas por microorganismos
resistentes (MR) (57). De manera gue se considera como alternativas importantes a los
antimicrobianos de uso comun a la utilizacién de péptidos con potentes actividades

antimicrobianas y diversos mecanismos de accién (58).

1.3 Justificacién de la investigacion

Los PAMs tienen un gran potencial, por su amplio espectro de actividad contra hongos,
bacterias, parasitos y virus. Estos péptidos tienen caracteristicas como buena
estabilidad térmica, solubilidad en agua, bajo peso molecular, relacién estructura-

actividad sencilla y sensibilidad baja (59).

Existen varias ventajas de los PAMs frente a farmacos comunes, para tratar infecciones
provocadas por microorganismos. Entre las ventajas, se encuentra la capacidad de
algunos péptidos para modular respuestas inmunes. Es decir, pueden proteger al
huésped a través de la actividad quimica, atrayendo leucocitos, estimulando la
angiogénesis, modulando la expresion de citocinas proinflamatoria, mejorando la
activacion y diferenciacion de monocitos. Debido a esto, los PAMs pueden matar a
patégenos, iniciar el reclutamiento/ activacién de inmunocitos y a la vez neutralizar una

respuesta inflamatoria excesiva en el lugar de la infeccion (59).

Otra de las ventajas es que al ser los PAMs moléculas pequefas biolégicamente activas

compuestas por menos de 100 residuos de aminoacidos, pueden sintetizarse facilmente

y a un bajo costo. Ademas, que el uso de estos péptidos como medicamentos tienen

como beneficio su hidrélisis por peptidasas presentes en el organismo. Esto evita que
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haya acumulacion en o6rganos especificos, minimizando efectos secundarios (60).
Ademas, los PAMs son relativamente selectivos. Esto implica que tienen actividad
contra bacterias a una concentracion que usualmente ocasiona una baja toxicidad para
las células huésped. Esto se da debido a que las membranas bacterianas tienen en la
superficie fosfolipidos cargados negativamente, mientras que las membranas de células
eucariotas los lipidos anidnicos se encuentran segregados en la cara citoplasméatica de
la bicapa lipidica. Debido a esto, los PAMs interactian con membranas aniénicas y no

con neutras por su naturaleza cationica (61).

Adicionalmente, los PAMs evitan que se genere la resistencia antimicrobiana provocada
por antibiéticos comunes debido a que interactian con las membranas bacterianas por
la neutralizacion de la carga, ya que pueden ingresar al interior y producir la muerte
bacteriana. Los PAMs funcionan a una baja concentracion incluyendo contra cepas

resistentes a antibiéticos tradicionales (59).

Hasta el 2018, alrededor de 60 medicamentos basados en péptidos han sido aprobados
y estan siendo comercializados en Estados Unidos, Japén, Europa y paises asiaticos.
Mas de 150 se encuentran en desarrollo clinico activo y otros 260 se han probado para

ensayos clinicos en humanos (62).

El descubrimiento de nuevos péptidos como cruzioseptinas es un elemento clave para
el desarrollo de farmacos nuevos que se basan en moléculas naturales (44). Las
cruzioseptinas son una familia de péptidos que se identific6 como Cruziohyla calcarifer.
Esta familia esta conformada por 17 péptidos. Segun estudios se ha demostrado que
tienen un amplio espectro antimicrobiano. Sin embargo, existen pocas investigaciones
que se dedican a identificar la actividad de cruzioseptinas contra microorganismos
patégenos generando una necesidad de estudiarlas por sus propiedades fisico-

guimicas (63).

Los péptidos cruzioseptinas se caracterizan por ser catidnicos, anfipaticos, que tienen
una longitud de 20-32 residuos de aminoacidos con un amplio espectro antimicrobiano.
Un estudio da a conocer que tres de las versiones semi-sintéticas cruzioseptina-1 (CZS-
1), 4 (CZS-4) y 16 (CZS-16) tuvieron una potente actividad antimicrobiana contra

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans (44).



En este estudio nos enfocaremos en el péptido sintético Cruzioseptina 11 que es
derivado de la secrecion cutdnea de Cruziohyla calcarifer con el fin de estudiar la

actividad antimicrobiana y toxica.

1.4  Objetivos de la investigacion

1.4.1 General

e Evaluar la actividad antimicrobiana y hemolitica del péptido sintético
cruzioseptina 11 (CZS-11) proveniente de la secrecion de la piel de Cruziohyla

calcarifer.

1.4.2 Especificos

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) del péptido sintético
cruzioseptina 11 (CZS-11) contra las cepas ATCC Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans y las cepas aisladas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae.

e Caracterizar la toxicidad del péptido sintético por medio de un ensayo hemolitico.

e Predecir las propiedades fisico-quimicas, estructura y mecanismo de accién

mediante bioinforméatica



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Sintesis del péptido sintético CZS-11

El péptido CZS-11 (GFLDIVKHVGKAAGKAALNAVTEMVNQ-amida) fue sintetizado por
medio de sintesis en fase soélida con el grupo protector Fmoc. Se utilizé un sintetizador
automatico de péptidos (Liberty Blue, CEM). Para ello se tomaron 0.526 mg de resina
Fmoc Rink Amide LL (ProTide), N, N -dimetilformamida (DMF) como solvente principal
y piperidina al 20% como solvente de desproteccidn con el fin de obtener 0.1 mmol del
péptido. Después, en el acoplamiento se usaron 1.0 M de N, N'-diisopropilcarbodiimida
(DIC) y 1.0 M de Oxima como activadores y una concentracién de 0.2 M de cada

aminoacido.

Finalizada la sintesis se realizé el clivaje del péptido sintético para separar la resina de
la cadena peptidica. Este proceso consistié en recuperar la resina y un lavado con
diclorometano. A continuacion, se eliminé el diclorometano por medio de accent
cleavage system, después se recupero la resina y se colocaron 5 mL de una solucion
compuesta por: acido trifluoroacético (TFA) (92.5 %), 3,6-dioxa-1,8-octaneditiol (DODT)
(2.5 %), triisopropilsilano (TIPS) (2.5 %), y agua (2.5 %). Luego, la resina mas la
solucion del clivaje se colocaron en el médulo de microondas por 30 min. Seguidamente,

se elimind la solucion de clivaje por filtrado y se recupero6 el péptido.

Una vez finalizado el clivaje, se colocaron 20 mL de dietil éter frio y se precipit6 el péptido
durante 24 h a 4 °C. A continuacion, se realiz6 el lavado, para esto se centrifugé a 2000
rpm durante 10 min, se descart6 el sobrenadante, se afiadieron 15 mL de dietil éter frio

y se homogeneizd. El lavado se realizé por triplicado.
Concluido el proceso de lavado, el péptido se dejé secar durante la noche.

Posteriormente se diluyé en acido acético al 10% y una vez diluido se colocé agua tipo

I. Después el péptido fue liofilizado y se conservé a —20°C.
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2.2 Determinacion de la masa monoisotépica del péptido sintetizado
[M+H*] por MALDI-TOF MS

La masa monoisotopica [M+H*] del péptido se verificd por espectrometria de masas
MALDI-TOF. El péptido sintético fue diluido empleando 1 mg de péptido mas 500 pl del
solvente A (Agua tipo | y 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA)). Luego, se colocd 1 pL
de matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) 10 mg/mL en una placa de 48 pocillos
y se dejo secar. Seguidamente, se adicion6 1 ul de péptido diluido y se dej6é secar
nuevamente. La placa se colocé en el espectrémetro de masas MALDI-TOF y se analizd
en un rango de 2200 a 3000 Da. en modo reflectron, con la siguiente configuracion:

profile = 200, power = 40, y shots = 2.

2.3 Purificacion de CZS-11 por HLPC de fase reversa

Se disolvieron 10 mg de péptido sintetizado en 1 mL de solvente A (descrito en la
seccion 2.2). Luego, se realizé un vortex y espin para homogeneizar. Después, la
muestra se filtré a través de una membrana con un poro de 0.45 uym y un didmetro de

15mm.

La técnica que se utilizé para la purificacion fue cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) en fase reversa empleando un equipo Waters HPLC equipado con Detector
UV/Visible 2489, Bomba Binaria 1525. El software EmpowerTM 3 fue utilizado para

realizar el andlisis de los datos.

Se inyectaron 100 ul del péptido en el HPLC empleando la columna XBridge® Peptide
BEH C18 OBD™ Prep ColumN, 300%, (10mm x 250 mm), y un tamafio de particula de 5
pMm. Se emplearon como fases moviles el solvente A (Agua tipo | y 0.1% TFA) y solvente
B (99.9 mL de acetonitrilo mas 0.1 % de TFA). El gradiente que se utilizo se describe
en la (Tabla 1-2).
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Tabla 1-2. Gradiente de elusion para la
purificacion del péptido mediante

HPLC

Tiempo Flujo %A %B
(min) (mL/min)

1.00 90.0 10.0
1.00 1.00 90.0 10.0
40.00 1.00 30.0 70.0
45.00 1.00 20.0 80.0
50.00 1.00 0.0 100.0

Realizado por: Taimal, 2024.

El tiempo de corrida fue de 50 minutos, con un flujo de 1mL/min. La deteccién se realizé
a una absorbancia de 214 nm. Se recolecté manualmente fracciones del pico

perteneciente al péptido en tubos de vidrio de 5mL.

2.4 Determinacion de la masa monoisotépica del péptido purificado por
MALDI-TOF MS

Para la identificacién de la masa monoisotdpica [M+H*] de cada fraccion obtenida en la
seccion previa, se aplicé el procedimiento detallado de la seccién 2.2. Se unieron las
fracciones en un tubo de 50 mL que se visualizaba la masa monoisotépica [M+H*] del

péptido, como también sus aductos con sodio (Na) y potasio (K).

Para el analisis de los resultados se realiz las siguientes configuraciones en Peak
prossesing: Scenario: Advanced Peak width: 5, Smoothing method: Off, Smoothing
filther width: 20, Peak detection method: Threshold - 25% Centroid y Threshold offset:
0.2 mV.

2.5 Verificacion de pureza por HPLC

La pureza del conjunto de fracciones unidas se analiz6 mediante HPLC con la columna
analitica Jupiter C18 300" LC Columna 250 x 4.6 que tiene un tamafio de particula de 5
pm. El volumen de inyeccion fue de 80 uL de la muestra purificada, con un flujo de
1mL/miny el gradiente fue de 10-100 % del solvente B (99.9 mL de acetonitrilo méas 0.1

% de TFA) en 60 min. La deteccion se realizé a una longitud de onda de 214 nm.
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2.6 Liofilizacién

El tubo que contenia el péptido purificado se congeld en un ultracongelador a -80°C por
12 horas. Posteriormente, la muestra se colocé en el liofilizador (BenchTop Pro
Omnitronics de 9 litros). El equipo se configurd para la cAmara de refrigeracion -80°C y

0.09 mbar por 5 dias. Después, el péptido sintético se conservo a -20°C.

2.7 Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) y
concentracion bactericida minima (MBC)

Se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 29213.
Candida albicans 10231y los aislados clinicos resistentes a ampicilina de Klebsiella

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

Los microorganismos se reactivaron colocando 50 uL de cultivo stock en 20 mL de caldo
Mueller Hinton (MHB) y se incubaron con agitacion por 24 horas a una temperatura de
37°C. Posteriormente, se transfirieron 500 uL de cada cultivo previamente obtenido a
20 mL de caldo Mueller-Hinton (MHB) y se incubaron nuevamente en agitacién a 37°C
durante 1 h 30 (E. coli), 2 h (K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa) y 6 h (C.
albicans). Para alcanzar una concentracion de 1x10® Unidades Formadoras de Colonia
por mililitro (UFC/mL). Una vez que los microorganismos ingresaron en la fase
exponencial de crecimiento, se diluyeron 200 pL de cada subcultivo en 19,8 mL de MHB,

obteniendo asi una concentracion final de 1x10% UFC/mL.

Para comprobar que el conteo de UFC/mL sea 1x10°, se colocaron 900 uL de Solucién
Salina Tamponada con Fosfato (PBS) 1X en 4 tubos de 1,5 mL, luego se realiz6
diluciones seriadas (1x1072, 1x10 1x10*) partiendo de afadir 100 pL del subcultivo de
cada microorganismo en uno de los tubos con PBS 1X. A continuacién, se sembraron
20 pL de las diluciones 1x103y 1x10* en una caja Petri con agar Mueller-Hinton Agar
(MHA) por triplicado. Se dejé secar y se incubd durante 24h a 37°C. Al siguiente dia se

contaron las colonias y se aplico la siguiente formula:

UFC _ #colonias * Factor de dilucion

mL Volumen de inoculacion

Para evaluar la CIM se realizaron diluciones seriadas del péptido en dimetil sulféxido
(DMSO) hasta obtener las siguientes concentraciones: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4,
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2, 1 x 102 mg/L. Seguidamente en una placa estéril de 96 pocillos se colocaron 2 uL de
cada dilucién del péptido en conjunto con 198 uL de cada suspension bacteriana. Como
control negativo se utilizaron 2 yL de DMSO con 19,8 pL de microorganismo, en cambio
para el blanco se colocaron 200 yL de MHB. Se realizaron 5 réplicas por cada
concentracion del péptido diluido y el ensayo se hizo por duplicado. Luego, se incub6
cada placa de 96 pocillos durante 16 horas a 37°C. Después, se leyo la absorbancia de
cada placa a una longitud de onda de 560 nm en un lector de microplacas ELISA
GloMax® Discover (Promega).

Para evaluar la concentracion bactericida minima (CBM) se trasfirio una gota de 10 yL
de cada pocillo que no presenté crecimiento del microorganismo en el ensayo de CIM a
placas con agar Mueller Hinton (MHA), se dej6 secar y se incub6 a 37°C durante 16 h.

Al dia siguiente se registré en que concentracién se inhibié el crecimiento microbiano.

2.8 Ensayo Hemolitico

Se emplearon eritrocitos humanos para determinar la actividad hemolitica de CZS-11.
Para el ensayo se colocaron aproximadamente 3-4 mL de sangre total en un tubo de 50
mL y se extrajo el suero por medio de centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min. A
continuacion, se realizaron tres lavados con PBS. Para ello, se colocaron 10 mL de PBS
1X suavemente en el tubo con glébulos rojos y se centrifugé a 1000 rpm por 5 min.

Después se realizé una solucion de glébulos rojos al 4% en PBS 1x.

Por otro lado, se realizaron diluciones seriadas en DMSO del péptido con las siguientes
concentraciones: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 x 10 2 mg/L. En tubos de 1.5 se
colocaron 200 uL de suspension de glébulos rojos al 4 % mas 200 pL de las diluciones
del péptido. Se tom6 como control negativo 200 uL de PBS 1X estéril + 200 uL de
suspension al 4% de eritrocitos. Como control positivo se colocaron 200 uL de
suspension de eritrocitos al 4% en conjunto con 195 uL de PBS 1X estéril y 5uL Tritén
X-100. A continuacion, se incubaron los tubos por 2 h a 37°C. Después, se centrifugd a

1000 rpm por 5 minutos. Se realizaron 3 réplicas para cada concentracion.
Consecuentemente se transfirieron 200 pyL de sobrenadante a una placa de 96 pocillos

y se analiz6 la placa en un lector de microplacas (GloMax® Discover, Promega) a una

longitud de onda de 560 nm. El porcentaje de la hemodlisis se utilizo la siguiente férmula:
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% de hemolisis = %x 100
x40

Donde:
A = Concentracion del péptido
Ao = Control negativo

Ax = Control positivo
2.9 indice de selectividad

El indice de selectividad es la relacion entre la toxicidad (hemdlisis) y el efecto biol6gico
(CIM). Este parametro es obligatorio durante la investigacion preclinica.

Para realizar el calculo del indice de selectividad se utilizé la siguiente formula:

_ HGyy
~ CIMy,

s

Donde:

HC1o = Concentracion del péptido que causa el 10% de hemdlisis.

CIM = Concentracion minima del péptido que causa una inhibicién del 90% de cada
microrganismo que tuvo actividad el péptido (64).

2.10 Andlisis bioinformatico

La secuencia del péptido cruzioseptina CZS-11 fue comparada con la base de datos
del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldégica (NCBI) mediante las
herramientas Blast/p. La visualizacion de los datos se llevé a cabo por Jalview. Por
medio de programas bioinforméticos, también se llevo a cabo el andlisis de la secuencia
de nucledtidos y la prediccion de la estructura secundaria utilizando Chou & Fasman
Secondary Structure Prediction Server (CFSSP) y Porter 5.0. Ademas, se calcularon
las propiedades fisico-quimicas a través de Peptide propertie calculator v.3.1, Peptide
mass calculator v3.2 y Heliquest. El Modelo tridimensional de CZS-11 se obtuvo por

medio de I-Tasser y se visualiz6 con UCSF Chymera.
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CAPITULO Il PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Determinacion de la pureza y masa monoisotopica [M+H*] del péptido

sintetizado

En la sintesis en fase sélida con el grupo protector Fmoc se obtuvieron 146,6 mg del
péptido sintético CZS-11 con una pureza del 28,91%, la cual fue determinada a través
de HPLC en fase reversa. La masa monoisotdpica del péptido es de [M+H*] = 2780,154
Da., determinada por el espectrometro de masas MALDI-TOF con un error de 130,191
ppm con respecto a la masa teérica monoisotépica de 2779,516 Da. a la cual se le afiade
un H*= 2780,516 Da., el proton se otorga por la matriz CHCA (Figura 1-3).
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Figura 1-3. Determinacion de la pureza y masa monoisotopica [M+H*] del péptido CZS-11
sintetizado CZS-11. A) Pureza del péptido sintético CZS-11 evaluado
mediante HPLC fase reversa. El eje X representa el tiempo de retencion del
péptido en minutos y en el eje Y se encuentra la absorbancia relativa (AU) a
una longitud de onda de 214 nm. B) Andlisis de masas del producto sintético
CZS-11 obtenido mediante el espectrémetro de masas MALDI-TOF. La masa
monoisotodpica [M+H*] de 2780,154 Da. representa la masa del péptido.

Realizado por: Taimal, 2024.

3.2 Determinacién de la pureza y masa monoisotépica [M+H'] del péptido

purificado

Mediante la purificacién del péptido a través de la técnica HPLC fase reversa se

obtuvieron 14.33 mg con una pureza de 87,19 % evaluada por HPLC y una masa

monoisotdpica de [M+H*] = 2780,425 Da. determinada por espectrometro de masas

MALDI-TOF, presentando un error de 32,727 ppm en relacion con la masa

monoisotdpica que es de 2779,516 Da. a la cual se le aflade H*=2780,516 Da., el proton

se otorga por la matriz CHCA. La formacién de aductos presentd un error de 744,425

ppm para sodio (Na) con relacion a la masa monoisotopica de 2803,505 Da. y 86,536

ppm para potasio (K) con relacion a la masa monoisotopica de 2819,614 Da.
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Figura 2-2. Determinacion de la pureza y masa monoisotépica [M+H*] del péptido CZS-11
purificado. A) Pureza del péptido CSZ-11 purificado mediante cromatografia de
alta eficiencia HPLC. El eje X corresponde al tiempo de retencién en minutos.
En cambio, el eje Y representa la absorbancia relativa (AU) a una longitud de
onda de 214 nm. B) Analisis de masas del péptido sintético purificado CZS-11
obtenido mediante el espectrémetro de masas MALDI-TOF. La [M+H"]
monoisotopica de 2780,425 Da. corresponde al péptido CZS-11. La [M+H"]
monoisotopica de 2801,418 Da. representa a la formacion del aducto con Na.
La [M+H*] monoisotodpica 2819,370 Da. representa a la formacion del aducto
con K.

Realizado por: Taimal, 2024.
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3.3 Concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracion bactericida minima
(CBM)

El péptido sintético cruzioseptina 11 (CZS-11) con 87,19% de pureza presenté actividad
antimicrobiana contra E. coli a una CIM de 11,52 (32) uM (mg/L). También tuvo actividad
contra S. aureus y K. pneumoniae siendo la CIM 46,07 (128) uM (mg/L). En cuanto a C.
albicans y P. aeruginosa el péptido no presentdé ningun tipo de actividad inhibitoria
(Figura 3-3).

0.8
g
206 —— E. coli
© +— C.albicans
© —— S.aureus
(8]
[~ )
s 0.4 —&— K. pneumoniae
5 —— P.aeruginosa
2]
Q
<
0.2
Q X o~ N o =~ ~ =~ o 2N ~ ()
T EAZ N S A N A S
T £ 98 Y g N e & TR S S
) ) ~N S n N o Al o> S
N o3 (g m N
§' & R ) ~

Concentracion del péptido uM (mg/L)

Figura 3-3. CIM del péptido sintético cruzioseptina -11 (CZS-11) contra E. coli , C.
albicans, S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa. MHB corresponde al
blanco y DMSO al control negativo C(-).

Realizado por: Taimal, 2024.
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Figura 4-3. Actividad hemolitica del péptido sintético cruzioseptina -11 (CZS-11). Control
positivo C (+) suspension de eritrocitos + PBS + 5uL Tritdn X-100 y control
negativo C (-) suspension de eritrocitos + PBS 1X.

Realizado por: Taimal, 2024.
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3.4 indice de selectividad

El indice de selectividad mas alto es el de 19,59, perteneciente a E. coli. Mientras que,

el IS es de 4,89 para S. aureus y K. pneumoniae.

Tabla 1-3. Resultados del indice de selectividad (iS)

HC1o (mg/L) CIM (mg/L) IS
S. aureus 564,45 115,2 4,89
E. coli 564,45 28,2 19,59
K. pneumoniae 564,45 115,2 4,89

Realizado por: Taimal, 2024.

3.5 Anadlisis Bioinforméaticos

Las propiedades fisico-quimicas de CZS-11 se predijeron a través de Peptide Property
Calculator v.3.1, Peptide Mass Calcultor v3.2 y HeliQuest. Los valores de hidrofobicidad
obtenidos mediante HeliQuest fueron de 0.34 con un momento hidrofébico de 0.31 y

una carga neta z de 1 (Tabla 2-3).

Tabla 2-3. Propiedades fisico-quimicas del péptido sintético cruzioseptina-11 obtenidas
de Peptide property calculator, Peptide Mass Calculator v3.2 y HeliQuest

Propiedades fisico-quimicas del péptido sintético CZS-11
Namero de residuos: 27
Masa monoisotdpica: 2779,516 g/mol
% aminoacidos acidos: 7,41
% aminoacidos basicos: 14,81
% amino&cidos neutros: 25,93
% aminoéacidos hidrofébicos: 51,85
Carga neta z: 1
% hélice alfa: 96.30%
Hidrofobicidad: 0,34222
Momento hidrofébico: 0,31

Realizado por: Taimal, 2024.
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En cambio, la estructura secundaria se predijo mediante el software Chou & Fasman
Secondary Structure Prediction Server (CFSSP) (Figura 5-3), Porter 5.0 (Tabla 3-3) y a
través de SOPMA. Por medio de SOPMA se obtuvo que el 96,30 % de los residuos de
aminoacidos del péptido conforman una a-hélice. En cuanto, a la prediccion de la rueda
helicoidal se realiz6 mediante HeliQuest donde se observa caracteristicas anfipaticas
(Figura 6-3).

Target Sequence:

1a 28
GFLDIVKHVG KAAGKAALNA WTEMVNG

0 25 27

- Sheet

- Helix
‘ = Turn

Secondary Structure:

Query 1 GFLDIVKHVGKAAGKAALNAVTEMVNG 27
Helix 1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 27

Sheet 1 EEEEEEEE EEEEE 27
Turns 1 T 27
Struc 1 TEEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHH EHHC 27

Figura 5-3. Prediccion de la estructura secundaria del péptido CZS-11 mediante
Chou & Fasman Secondary Structure Prediction Server (CFSSP).
Residuos con coloracion roja presentan la conformacion a-hélice.
Aminoé&cidos con coloracién verde representan la conformacion
hoja plegada B. En cambio, los residuos con coloracion azul
representan giros y bucles cortos. Por ultimo, los aminoacidos con
coloracion amarilla no tienen una conformacion definida.

Realizado por: Taimal, 2024.

Tabla 3-3. Prediccion de la estructura secundaria del péptido CZS-11
mediante Porter 5.0

Péptido Estructura secundaria
Czs-11 CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
cC

Realizado por: Taimal, 2024.
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Figura 6-3. Prediccién de rueda helicoidal de CZS-
11. Los residuos que se encuentran en
amarillo son hidrofébicos/ no polares.
Los aminoacidos que se encuentran en
azul son basicos y los que se
encuentran en rojo son acidos. La flecha

indica el momento hidrofébico neto.
Realizado por: Taimal, 2024.

También se llevo a cabo la comparacion de la secuencia del péptido CZS-11 utilizando
la base de datos NCBI a través de la herramienta BLAST/p (proteina-proteina). Este
andlisis identificéd un total de 100 secuencias de péptidos con similitudes. De estas, se
seleccionaron las primeras 5 secuencias (Figura 7-3). De la cuales, cruzioseptina 8
(CZSs-8) proveniente de la especie Cruziohyla calcarifer obtuvo el valor e-value mas bajo
de 7e-16 y un porcentaje de identidad de 92.59 %.
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1ID 20 a0

1 1 1 1 [
CZ5-11 MYHKLKKSLFLYLFLGLYSLS | CEEEKREEEN
CZ5-8 MAFLKKCLFLYVLFLGLYSLS | CEEEKREEEN
CL5-7 MAKLKKSLFLYLFLGLYSLS | CEEEKREEEN
CZ5-6 MAYLKKSLFLYLFLGLYSLS | CEEEKREEEN
CZS-9 sl
074 S .

J

41 51 61 71

¥ i I i I i 1 | I !
CZ5-11 EEVOEDDDQSEEKRGFLD | VKHVGKAAGKAALNAY TEMYNQGEQ- -
CZ5-8 EEVOEDDDQSEEKRGFLDY | KHVGKAAGKAALNAY TEMYNQGEQ- -
CZS5-7 EEVOEDDDQSEEKRGF LDYVVEHVGKAVGKAALNAY TEMYNQAEQ- -
CZ5-6 EEECEDDDQSEEKRGFLDY | THVGKAVGKAALNAYTEMYNQAEQ- -
CZ5-8 - KRGFLDVY | THVGKAYVGKAALNAVNEMYNQGEQ- -
CZ5-5 - KRGFLDY | KHVGKAYVGKAALNAVNDMYNKFEQQS

Figura 7-3. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de CZS-11 con péptidos
de la familia cruzioseptina de acuerdo con BLAST/p (proteina-proteina)
en la base de datos NCBI visualizada con Jalview

Realizado por: Taimal, 2024.

Tabla 4-3. Matriz de identidad obtenida a través de los datos de blast/p. (proteina-proteina)

de NCBI
CZ5-11 CZS-8 CZS-7 CZS-6 CZS-9 CZS-5
Czs-11 100.00 % 92.86 % 89.29 % 82.14 % 82.14 % 75.00 %

Realizado por: Taimal, 2024.

La prediccion de la estructura tridimensional de los péptidos se realiz6 por medio de I-
TASSER, de esta forma se determind que el péptido sintético CZS-11 tiene una
estructura a-helicoidal. El software predijo 5 modelos, para elegir el modelo con mejor
prediccion se tomo en cuenta el parametro C-score que se encontrd en -0.63 frente a -
2,71,-5.-2.12 y -5. Este parametro demuestra una puntuacion de confianza para estimar
la calidad de los modelos predichos por I-TASSER. Donde un puntaje C de mayor valor
significa un modelo con una alta confianza. Para visualizar el modelo se utilizé Chimera
1. 17. Asimismo, mediante este software se observaron los aminoacidos positivos,

negativos, neutros, hidrofobicos y polares.
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Figura 8-3. Modelo tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de
I-TASSER visualizada con UCSF Chymera. A)
Representacion de interacciones entre atomos. B)

Representacion entre cintas.
Realizado por: Taimal, 2024.

Aminodacidos

[0 Positivos
[ Negativos
B Neutros

Figura 9-3. Representacién de la carga de los aminoacidos en el modelo
tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de I-TASSER
visualizada con UCSF Chymera. A) Representacion de interacciones

entre &tomos. B) Representacion entre cintas.
Realizado por: Taimal, 2024.
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Aminoacidos
B Hidrofdbicos

B)

Figura 10-3. Representacion de la hidrofobicidad de los aminoacidos en el
modelo tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de I-
TASSER visualizada con UCSF Chymera. A) Representacion de
interacciones entre 4tomos. B) Representacion entre cintas.
Realizado por: Taimal, 2024.

Aminoacidos
2 Polares

B)

\\!\.

Figura 11-3. Representacion de la polaridad de los amino&cidos en el modelo
tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de |-TASSER
visualizada con UCSF Chymera. A) Representacion de
interacciones entre &tomos. B) Representacion entre cintas.

Realizado por: Taimal, 2024.
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Tabla 5-3. Comparacion de los resultados de CZS-11 con péptidos pertenecientes a la

familia cruzioseptina.

Péptido Secuencia AAs CIM % Hemodlisis |Referencias
MM(mg/L) en CIM
E. coli | S. aureus (mgl/L)
CZS-11 | GFLDIVKHVGKA| 27 11,52 46,07 (32) >0 Este
AGKAALNAVTE (32) (128) (128)->0 | Estudio
MVNQ-NH:2
CZS-16 | GFLDVLKGVGK | 23 275 | 27,5(64) | (64)->6.3% (43)
AALGAVTHLIN (64)
Q-NH2
CZS-17 | GFLDVVKGVG 23 55,5 111,0 (128) -> 0.7% (43)
KAALGAVTHLI (128) | (256) | (256) -> 4.3%
NQ-NH:2
CZS-1 | GFLDIVKGVGK | 21 15,11 3,77 (32) -> 20% (44)
VALGAVSKLF- (32) ) 8) -> 1%
NH2
CZS-2 GFLVIKHVGKA 22 26,35 6,59 (64) -> 54% (44)
ALGVVTHLINQ- (64) (16) (16) -> 6%
NH:2
CZS-3 GFLDVVKHIGK 24 13,32 13,32 (32) -> 6% (44)
AALGAVTHLLIN (32) (32)
Q- NH2

Realizado por: Taimal, 2024.
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CAPITULO iV: INTERPRETACION Y DISCUSION

La hemodlisis se define como un proceso de ruptura y destruccién de eritrocitos. La
actividad hemolitica es empleada para evaluar la toxicidad de los péptidos
antimicrobianas sobre las células eucariotas (65). Se utilizan los eritrocitos porque son
un tipo simple de células que no poseen organulos subcelulares. Estos son faciles de
obtener de forma pura y se los puede utilizar como indice de dafio a la membrana celular

por los péptidos (66) .

Para que un PAMs sea candidato a ser un farmaco sistémico tiene como requisito tener
una actividad baja contra eritrocitos (67). Caso contrario, los eritrocitos se destruirian
liberando la hemoglobina causando dafio a los tejidos. Ademas, se podria comprometer
su funcién principal de transporte de oxigeno, provocando problemas de oxigenacion a
los tejidos (68). Por esta razén, el péptido debe tener un equilibrio entre la hemdlisis y
actividad terapéutica (69). Usualmente la toxicidad ha impedido que varios de los
posibles medicamentos no sean aprobados (70). Por esta razén, el péptido sintético
CZS-11 de 23 residuos de aminoacidos podria tener potencial terapéutico porque no
presentd hemdlisis, en la CIM que mostro actividad contra S. aureus ATCC 29213 (46,07
MM) y contra E. coli ATCC 25922 (11,52 uM), y el aislado clinico resistente a ampicilina
de Klebsiella pneumoniae con un valor de CIM de 46,07 uM (Figura 3-3).

Los resultados obtenidos del péptido CZS-11 se compararon con algunos péptidos de
la familia de cruzioseptinas mencionadas anteriormente. Para la comparacion se tomé
en cuenta la actividad presentada por los péptidos para E. coliy S. aureus debido a que
CZS-11 no present6 actividad para C. albicans. Tampoco se hizo relacién a la actividad
contra las bacterias resistentes P. aeruginosa y K. pneumoniae porque hasta la
actualidad no se han realizado ensayos en todos los péptidos de la familia mencionada
anteriormente. Pues el péptido CZS-16 presenté un valor de CIM de 27,5 uM contra E.
coliy S. aureus. Ademas, mostré una actividad hemolitica de 6,3 % segun la (Tabla 5-
3). En cambio, CZS-17 exhibio valores de CIM de 55,5 uM para E. coliy 110 yM contra
S. aureus, teniendo una hemolisis de 0,7 al 4,3 % (71) . Mientras que, la CZS-1 present6
una CIM de 15,11 uM para E. coliy 3.77 uM para S. aureus, con una hemolisis del 1-
20%. La CZS-2 exhibio valores de CIM de 26,35 uM para E. coliy 66,59 para S. aureus,
presentando una actividad hemolitica del 6-54%. En cambio, CZS-3 mostré un valor de
CIM de 13,32 para E. coliy S. aureus, presentando una actividad hemolitica de 6% (44).
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Como se puede identificar, algunos de los péptidos de la familia son muy buenos
candidatos como potenciales terapéuticos porque presentan baja hemdlisis y presentan
actividad contra E. coli y S. aureus. Sin embargo; de los péptidos mencionados
anteriormente ninguno posee un porcentaje de hemdlisis nula o de 0% como es el caso
del péptido sintético CZS-11, por esta razon se puede inferir que tiene un alto valor como
potencial terapéutico.

La nula hemdlisis que presentd el péptido sintético CZS-11 en las concentraciones
donde se encuentra la CIM de las cepas mencionadas, puede deberse a la
hidrofobicidad relativamente baja que es de 0.34 (Tabla 2-3). Se infiere que es baja,
debido a que el programa HeliQuest utiliza la escala de Fauchere y Pliska que va de -
1.01a2.25 (72). Impidiendo que las moléculas ingresen en la membrana citoplasmética
de los glébulos rojos para provocar la hemdlisis (73).

Como se mencion6 anteriormente, el péptido tuvo actividad contra E. coli, S. aureus y
K. pneumoniae. La actividad antimicrobiana puede atribuirse al hecho de que los
péptidos Unicamente requieren posicionarse en la interfaz, alineandose de manera
paralela a la superficie de la membrana. Esto posibilita que su superficie hidréfoba
(orientada hacia el interior) pueda interactuar con la posicién hidr6foba del lipido.
Mientras que los residuos cargados positivamente (dirigidos hacia el exterior) pueden
interactuar con los grupos de cabeza cargados negativamente de los fosfolipidos
(74,75).

Las bacterias (E. coli y K. pneumoniae) se clasifican como Gram negativas, a diferencia
de S. aureus, que es Gram positiva. Esto ayuda a la explicacion de la actividad del
péptido CZS-11 ya que podria atribuirse a su naturaleza cationica, como se refleja en la
(Tabla 2-3), donde se observa que posee una carga neta de +1. Debido a que los
péptidos catiénicos en gran medida reemplazan al Mg?* o Ca?" que funciona como
estabilizador del lipopolisacarido que se encuentra en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. Causando asi, la alteracibn de la membrana externa
provocando que las moléculas peptidicas puedan acceder y penetrar en la membrana
citoplasmética (76). En cambio, segun estudios de otros péptidos. El mecanismo de
accion contra bacterias Gram positivas puede ser por la carga positiva que interactia
con los acidos teicoicos y lipoteicoicos. Los mecanismos también incluyen formacion de
poros en la membrana celular provocando la pérdida del contenido celular e inhibicién
de precursores en la sintesis de la pared celular (77).
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Ademas, su actividad puede atribuirse a su anfipaticidad (propiedad de tener regiones
hidrofilicas e hidrofébicas). La exposicion de una superficie hidrofébica es un patrén
frecuente y constituye la fuerza principal que impulsa la introduccion de un péptido en la
interfaz altamente anisotropica de una bicapa lipidica, desplazando las cadenas
laterales hidrofébicas del agua para estar en contacto con la region hidrocarbonada de
la bicapa (78).

Es importante destacar que, de acuerdo con la prediccion de la estructura secundaria
(Figura 5-3) el 96.2 % de residuos de aminoacidos tienen una conformacion a-hélice.
Este predominio de a-hélice suele conferir al péptido una mayor actividad contra
membranas microbianas (59,79). Debido a que, la conformaciéon a-hélice del péptido
presenta un extremo hidrofébico y otro hidrofilico. La presencia de un extremo hidrofilico
facilita la interaccion del péptido con la superficie acuosa de la membrana bacteriana,

un aspecto relevante para su actividad antimicrobiana (80).

El indice de selectividad es el indicador mas adecuado para evidenciar la seguridad de
los péptidos a potenciales terapéuticos. El IS refleja la ventana terapéutica entre la
toxicidad y el efecto biol6gico. Los valores altos impulsan los siguientes pasos en la
evaluacién del péptido de prueba como posible farmaco (69,81). El criterio de aceptacion
con respecto a la muestra bioactiva selectiva es de IS = 10. Mientras que, si el IS se
encuentra entre 1-10, es recomendable volver a evaluar el péptido utilizando otro
biosistema para confirmarlo. Por otro lado, si la muestra bioactiva presenta un IS <1
puede contener componentes toxicos y no son aptos como potenciales terapéuticos
(82). Con el criterio mencionado, el péptido CZS-11 es selectivo como potencial
terapetico para Escherichia coli con un IS de 19,59. Sin embargo, su IS de 4,89 frente
a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus indica la necesidad de una
reevaluacion utilizando otro biosistema para confirmar el indice de selectividad. Es
importante destacar que el péptido CZS-11 no presenta un IS inferior a 1, lo que sugiere

gue no es toxico.

La afinidad por E. coli se puede identificar, con los valores de MBC. Ya que, presento
valores MBC de 11,52 yM para E. coli; 92,15 yM para S. aureus y 46,07 yM para K.
pneumoniae. Como se puede identificar, el valor mas bajo de concentracion es de E.
coli. Mientras mas baja sea la concentracion es mejor y mas potente es el péptido contra

el microorganismo.
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Como se visualiza en la (Figura 3-3) el péptido CZS-11 no posee actividad contra P.
aeruginosa. Esto podria estar relacionada a la permeabilidad de la membrana externa
de P. aeruginosa debido a que es extremadamente restringida; es entre 12 a 100 veces
menor que la de E. coli. Una de las razones de que podria ocurrir esto, es debido a una
proteina de la membrana externa denominada OprF siendo la porina predominante en
esta bacteria. La OprF es encargada de la captacion inespecifica de iones y sacaridos
(83). Esta proteina tiene la capacidad de adoptar dos configuraciones distintas: i)
configuracién cerrada de dos dominios que comprende un 3-barril transmembrana en el
extremo N-terminal y un dominio globular peripldsmico en el extremo C-terminal. ii)
configuracion de canal abierto con un solo dominio transmembrana. Por lo que, la
prevalencia de canales OprF mayoritariamente cerrados puede explicar la notable
reducciébn de la permeabilidad de la membrana externa de P. aeruginosa en

comparacion con otras bacterias (76).

En la (Figura 3-3) también se observa que no tuvo actividad contra C. albicans. Esto
puede deberse a la complejidad de la membrana plasmatica en comparacién con las
bacterias debido a que C. albicans posee esfingolipidos y esteroles (84). Los
esfingolipidos ejercen un fuerte impacto en la fluidez, hidratacion, permeabilidad pasiva,
difusién lateral de componentes, curvatura de membrana y grosor, contribuyendo a la
estabilidad y la dinamica de la compartimentacion de la membrana (85). En cambio, los
esteroles proporcionan estabilidad y resistencia a las tensiones fisicas de la membrana
(86).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente trabajo de titulacibn se reporta la actividad del péptido sintético
cruzioseptina 11 (CZS-11) con 87,19% de pureza. Este presentd actividad
antimicrobiana contra E. coli a un valor de CIM de 11,52 yM. Como también a una CIM
de 46,07 uM para S. aureus y K. pneumoniae. Ademas el péptido presenté una MBC de
11,52 yM en E.coli 92,15 pM para S. aureus y 46,07 uM en K. pneumoniae. En cuanto
a la toxicidad, el péptido no mostr6 hemdlisis en las mismas concentraciones de

inhibicion.

Los resultados de las propiedades fisicoquimicas muestran que el péptido posee una
estructura secundaria a-hélice anfipatica, con un porcentaje de aminoacidos
hidrofébicos de 51,85%, la carga neta del péptido es de +1. Estas caracteristicas del
péptido indican una estrecha relacion con mecanismos de accién de péptidos con

similares caracteristicas.

El péptido mostré alentadores resultados como potencial terapéutico contra E. coli, S.
aureus y K. pneumonie, Demostrando que el péptido cruzioseptina-11 tiene un potencial
biomédico, dentro del problema emergente a nivel mundial de la resistencia bacteriana

a antibiéticos.

Finalmente, en base a la informacion proporcionada en este estudio seria necesario
ampliar la investigacion en la evaluacién de la actividad de CZS-11 con bacterias con
diferentes perfiles de resistencia. Como también, evaluar la actividad de CZS-11 por

medio de otros ensayos e identificar el mecanismo de accién especifico del péptido.
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