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RESUMEN

Las filoseptinas son péptidos antimicrobianos de 15 a 18 aminoacidos, secretados por
la piel de anfibios de la familia Phyllomedusidae. Estos péptidos podrian ser utilizados
con fines terapéuticos debido a su potente actividad contra microorganismos como
bacterias y hongos. En el presente estudio, se llevé a cabo la caracterizacion funcional
de la filoseptina CC1l y SP3, provenientes de las especies Cruziohyla calcarifer y
Agalychnis spurrelli, respectivamente. Como primer paso, se realiz6 un andlisis
bioinformatico para obtener las caracteristicas fisicoquimicas y analizar las similitudes
en las secuencias con otros péptidos. Los resultados de este analisis demostraron que
los péptidos filoseptina CC1 y SP3 son péptidos catiénicos con carga neta +1 y +2,
respectivamente. Estas filoseptinas comparten una prolina conservada en la sexta
posicion, la secuencia N-terminal FL-, y una amidacién en el C-terminal. En cuanto a la
actividad antimicrobiana, la filoseptina CC1 mostré una concentracion inhibitoria minima
contra Staphylococcus aureus de 8,23 pM y contra Candida albicans de 32,93 uM,
mientras que el péptido filoseptina SP3 inhibié el crecimiento de las bacterias Gram
positivas S. aureus a una concentracién de 12,83 uM y E. faecalis a 51,43 pM. En
relacion a los ensayos de citotoxicidad, se encontré que el péptido filoseptina CC1 no
presentd actividad hemolitica en las concentraciones que inhibi6 a S. aureus y C.
albicans, a diferencia de la filoseptina SP3 quien presentd una actividad hemolitica baja
(2.5 — 8.8%) en las concentraciones inhibitorias minimas. Estos hallazgos sugieren el
potencial de los péptidos filoseptinas como agentes terapéuticos contra infecciones
microbianas, con la filoseptina CC1l mostrando una actividad antimicrobiana
prometedora y sin citotoxicidad, lo que la hace un candidato atractivo para futuros
estudios terapéuticos.

Palabras clave: filoseptinas, Cruziohyla calcarifer, Agalychnis spurrelli actividad
antimicrobial, citotoxicidad, hidrofobicidad, bacterias Gram positivas
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ABSTRACT

Phylloseptins are antimicrobial peptides consisting of 15 to 18 amino acids, secreted by
the skin of amphibians belonging to the Phyllomedusidae family. These peptides could
be used for therapeutic purposes due to their potent activity against microorganisms
such as bacteria and fungi. In the present study, the functional characterization of
phylloseptin CC1 and SP3, derived from the species Cruziohyla calcarifer and
Agalychnis spurrelli, respectively, was conducted. As a first step, a bioinformatic analysis
was conducted to obtain the physicochemical characteristics and analyze similarities in
sequences with other peptides. The results of this analysis demonstrated that the
phylloseptin peptides CC1 and SP3 are cationic peptides with net charges of +1 and +2,
respectively. These phylloseptin share a conserved proline at the sixth position, the N-
terminal sequence FL-, and amidation at the C-terminal. Regarding antimicrobial activity,
phylloseptin CC1 exhibited a minimum inhibitory concentration against Staphylococcus
aureus of 8.23 yM and against Candida albicans of 32.93 uM, while phylloseptin SP3
inhibited the growth of Gram-positive bacteria S. aureus at a concentration of 12.83 uM
and E. faecalis at 51.43 uM. In cytotoxicity assays, it was found that phylloseptin CC1
did not exhibit hemolytic activity at the concentrations inhibiting S. aureus and C.
albicans, unlike phylloseptin SP3, which showed low hemolytic activity (2.5 — 8.8%) at
minimum inhibitory concentrations. These findings suggest the potential of phylloseptin
peptides as therapeutic agents against microbial infections, with phylloseptin CC1
demonstrating promising antimicrobial activity without cytotoxicity, making it an attractive
candidate for future therapeutic studies.

Keywords: phylloseptins, Cruziohyla calcarifer, Agalychnis spurrelli, antimicrobial
activity, cytotoxicity, hydrophobicity, Gram positive bacteria.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1 Secreciones de la piel de anfibios.

Los anfibios viven en entornos que favorecen el crecimiento de bacterias y hongos que
podrian ser patdgenos [1]. Sin embargo, estos animales han desarrollado un sistema de
defensa en su piel que los protege de la invasion de estos microorganismos [2]. Este
mecanismo se basa en componentes bioactivos presentes en las secreciones de su piel
[1]. Las glandulas exdécrinas dérmicas de los anfibios son las encargadas de producir y
liberar una variedad de hormonas, y péptidos bioactivos en la superficie de su piel, para
su propia proteccion [1,3]

Los péptidos de la piel de anfibios muestran diferencias en su secuencia y funcién, y
han llamado la atencién por sus posibles aplicaciones biomédicas [4]. Entre las
aplicaciones mas relevantes hasta la fecha, se encuentran los péptidos antimicrobianos
(AMP) que han demostrado actividad: cicatrizante, antimicrobiano, anticancerigena, y
antiinflamatoria, entre otros[5,6]. Los AMPs se consideran como alternativas en el
tratamiento contra microorganismos resistentes a los farmacos convencionales, entre

otras posibles aplicaciones terapéuticas [7].

1.1.2. Péptidos antimicrobianos: estructura y mecanismos de accién

La mayoria de los péptidos antimicrobianos son catidnicos y las secuencias de
aminodacidos son cortas, generalmente compuestos por 8 a 45 residuos [1]. La estructura
secundaria que adquieren estos péptidos es esencial para su funcion antimicrobiana [8].
La mayoria de ellos adoptan una estructura plegada, formando hélices alfa o laminas
beta, que les confiere estabilidad y les permite interactuar especificamente con las
membranas de las células microbianas [9]. Los péptidos antimicrobianos también
pueden clasificarse en dos categorias principales segun su actividad: los AMPs

intracelularmente activos y los AMPs activos de membrana [6].

Los AMPs intracelularmente activos, describen el "modelo de canal agregado”, es la

interaccion principal dentro de la célula bacteriana. En este modelo, los AMPs generan
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poros transitorios en la membrana, lo que facilita su penetracion intracelular [6]. Estos
poros permiten que los AMPs ingresen a la célula bacteriana, donde pueden interferir
con diversos blancos, como enzimas autoliticas, sintesis de ADN o proteinas, e incluso
unirse al ADN [9]. Esta actividad intracelular contribuye a la muerte de las células

bacterianas [6,9].

Por otro lado, los AMPs activos de membrana, actian mediante el "'modelo de alfombra"
y el "modelo del barril", actuando principalmente en la superficie de la membrana
bacteriana [9]. En el modelo de alfombra, los AMPs se distribuyen en la superficie de la
membrana y forman micelas, lo que conduce al colapso de la membrana y la creacién
de poros [10]. En el modelo del barril, los AMPs se unen a la membrana desde el exterior
y forman una estructura de barril alrededor de un poro, causando también la pérdida de
componentes intracelulares y el desequilibrio osmético que resulta en la muerte celular
[6,10].

1.1.3. Agalychnis spurrelli y Cruziohyla calcarifer como fuentes potenciales de

péptidos antimicrobianos.

Agalychnis spurrelli y Cruziohyla calcarifer son dos especies de ranas en las que se han
descubierto varios péptidos como las medusinas, cruzioseptinas, y dermaseptinas, que
han demostrado tener actividad contra bacterias, en especial contra S. aureus y E. coli
[11,12]. No obstante, las filoseptinas son otro tipo AMPs encontradas recientemente en

estas especies [13].

Las filoseptinas (PLS) tienen entre 15 y 20 residuos de aminodcidos altamente
conservados y pertenecen a la familia de péptidos anfipaticos lineales [12]. Todas las
filoseptinas contienen histidinas en las posiciones 7 y 18, asi como una terminacion
carboxi-amidada [14]. Aunque comparten similitudes en sus dominios N-terminales, los
ultimos seis residuos de las filoseptinas presentan variaciones significativas. También
poseen configuraciones a-hélice y su estructura y funcién sugieren una adaptacion para

enfrentar diversos patégenos en su entorno microbiano [12,14].

En 2005, Leite, J. R. y colaboradores, reportaron una nueva familia de péptidos
antimicrobianos llamadas filoseptinas (PLS 1 - 6), encontradas en las secreciones de
dos especies de Phyllomedusa (P. oreades y P. hypochondrialis) donde el PLS-1,

demostro tener actividad inhibitoria contra bacterias patégenas como P. aeruginosa, E.
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coli, E. faecalis y S. aureus, y también tuvo minimo efecto en glébulos rojos como ocurrio
con la PLS-2 [15]. Mientras que las PLS-4 y 5 tuvieron actividad anti Trypanosoma cruzi,
causante de la enfermedad de chagas [15]. De igual manera las PLS-3 tienen una
potente actividad contra una amplia variedad de microorganismos, incluyendo bacterias
Gram-positivas, bacterias Gram-negativas, y hongos. Ademas, posee un bajo potencial

citotoxico contra células humanas [14].

La secuencia del péptido maduro de PLS-3 tiene entre el 71 - 76% de similitud con el
primer péptido de la familia filoseptinas descubierto en las secreciones de la piel de
Cruziohyla calcarifer, llamado filoseptina CC1l. Ademas, presenta propiedades
fisicoquimicas, alfa hélice, hidrofobicidad y momento hidrofébico similares [datos no
publicados]. Debido a su alta similitud estructural, se presume que la filoseptina CC1 de
Cruziohyla calcarifer también tiene propiedades antimicrobianas por descubrir.

La especie Agalychnis spurrelli también posee péptidos de la familia filoseptina y el
primero fue denominado filoseptina SP1, que tuvo similitud con los péptidos filoseptina
H13 de P. hypochondrialis y filoseptinas S1 de P. sauvagii [13]. Estudios demuestran
gue el péptido filoseptina SP1 tuvo un alto efecto en gldbulos rojos y también demostro
actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, y Candida albicans [13]. En esta misma

especie se han encontrado dos tipos mas de filoseptinas gue aun no se han publicado.

El péptido PLS-PT de Phyllomedusa tarsius, siendo una filoseptina sin amidacion,
demostré inicialmente una baja actividad antimicrobiana frente a S. aureus y C.
albicans, ademas de exhibir una actividad hemolitica débil en eritrocitos de caballo
[16]. Con el fin de mejorar la potencia de su actividad antimicrobiana y superar
desafios como la toxicidad para las células eucariotas y una corta vida media in vivo,
se diseflaron y posteriormente investigaron analogos de PLS-PT [16]. Estos
analogos (PLS-PT1 y PLS-PT2) exhibieron una actividad antimicrobiana mejorada
de espectro mas amplio. PLS-PT1, por ejemplo, mostré una inhibicién potenciada de
4 veces contra E. coli, S. aureus y C. albicans, mientras que PLS-PT2 exhibié una
actividad inhibitoria mejorada contra los organismos de referencia, aumentando la

inhibicion 32 veces, especialmente contra C. albicans [16].



1.2. Planteamiento del problema

Las enfermedades infecciosas a nivel mundial abarcan una amplia gama de
enfermedades causadas por diferentes bacterias, virus, hongos y parasitos. En 2020, el
informe del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos y de
su Uso (GLASS) revel6 una creciente amenaza de resistencia antibiética a nivel global.
Dado que las bacterias desarrollan resistencia a los antimicrobianos, como los
antibiéticos, se estan presentando problemas significativos en la atencion médica. Este

problema se manifiesta en varias dimensiones [17]:

° Resistencia en Bacterias Mortales: El informe muestra niveles preocupantes
de resistencia en bacterias que causan septicemia en hospitales, como Klebsiella
pneumoniae y Acinetobacter spp. [18]. La resistencia a los antibidticos de ualtimo
espectro, como los carbapenémicos, estd aumentando, lo que amenaza la capacidad

de tratar infecciones potencialmente mortales [19].

° Resistencia en Infecciones Comunes: Las infecciones bacterianas comunes,
como la gonorrea y las infecciones de las vias urinarias causadas por E. coli, también
estan desarrollando resistencia a los tratamientos [17,18]. Mas del 60% de las cepas de
Neisseria gonorrhoeae son resistentes a la ciprofloxacina, un antibiético oral coman.
Ademas, mas del 20% de las cepas de E. coli son resistentes tanto a los tratamientos

de primera linea como a los de segunda linea [18].

Solis, M. B. y colaboradores en 2022, realizaron una busqueda sistemética de
informacion sobre la resistencia a los antibiéticos en Escherichia coli comunitaria en
infecciones del tracto urinario (ITU) en Ecuador. Encontrando que, durante el periodo
de enero a diciembre de 2020, se llevaron a cabo 9831 urocultivos, de los cuales 4209
(42,81%) fueron positivos, y 1134 mostraron flora mixta (11,53%). Entre las bacterias
aisladas con resistencia a antibiéticos, prevalecié Escherichia coli con un 79.38%,
seguida de Klebsiella pneumoniae (7.1%) y Enterococcus faecalis (4.56%), ademas de

otras cepas menos comunes [20].

1.3. Justificacion de la investigacion

La resistencia antimicrobiana es una emergencia global de salud publica [19]. Las

bacterias resistentes a los antibiéticos estdn en constante aumento, lo que reduce la

4



eficacia de los tratamientos convencionales [7]. Esto se traduce en infecciones mas
dificiles de tratar, un aumento en las tasas de morbilidad y mortalidad, y un aumento en
los costos de atencion médica [17]. A pesar de la creciente amenaza de resistencia
antimicrobiana, la investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos han disminuido
significativamente en las Ultimas décadas. Esto se debe en parte a la complejidad vy al
alto costo de desarrollar nuevos farmacos [21]. Los péptidos de anfibios representan
una fuente potencialmente rica de nuevos agentes antimicrobianos que podrian ayudar

a abordar esta brecha en el arsenal de antibioticos [22].

Las secreciones de anfibios contienen una amplia variedad de péptidos con propiedades
antimicrobianas, como son las filoseptinas [15]. Estos péptidos tienen la capacidad de
atacar a las bacterias de manera selectiva y a menudo son eficaces contra cepas
resistentes a multiples antibiéticos [23]. Tienden a tener modos de accion multiples y
complejos, actuando directamente sobre la membrana bacteriana, lo que hace que sea
mas dificil para las bacterias desarrollar resistencia a ellos [10].

La investigacion de péptidos de la familia de las filoseptinas provenientes de la piel de
anfibios representa una linea de estudio esencial en el contexto de las bacterias
resistentes a los antibi6ticos debido a su potencial antimicrobiano, la posibilidad de
desarrollar nuevas terapias, la menor probabilidad de resistencia, y la conservacion de
la biodiversidad, tratando de garantizar no solo la preservacién de las especies de
anfibios, sino también la proteccién de la diversidad genética y el equilibrio ecolégico de
los ecosistemas donde habitan. Este potencial hace que su investigacién sea crucial en
la bausqueda de alternativas efectivas para el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias resistentes.

1.4. Objetivos de lainvestigacion

1.4.1.0bjetivo general

° Determinar la actividad antimicrobiana y el efecto hemolitico de los péptidos

sintéticos filoseptina CC1 y SP3

1.4.2.0bjetivos especificos

° Analizar las propiedades fisicoquimicas y estructura secundaria de las
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secuencias de filoseptina CCl y filoseptina SP3, empleando herramientas

bioinformaticas.

° Determinar la concentracion minima inhibitoria de los péptidos filoseptina CC1y

SP3 contra E. coli, S. aureus, C. albicans, K. pneumoniae y E. faecalis.

° Determinar la toxicidad de los péptidos sintéticos filoseptina CC1 y SP3 contra
los glébulos rojos mediante ensayos hemoliticos.

° Evaluar el impacto de los péptidos filoseptina CC1 y SP3 en la permeabilidad de

la membrana bacteriana mediante microscopia fluorescente.

° Determinar la selectividad de los péptidos filoseptina CC1 y SP3 para uso

terapéutico mediante el calculo del indice de selectividad.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Analisis bioinformatico.

Los péptidos sintéticos y sus secuencias fueron donados por el Laboratorio de Biologia
Molecular y Bioquimica de la Universidad Regional Amazénica Ikiam. Estos fueron
sintetizados utilizando la técnica de sintesis en fase sdlida con el grupo protector Fmoc
y un sintetizador automético de péptidos (Liberty Blue, CEM) por el mismo laboratorio.

Se analiz6 la secuencia de nucleétidos y se llevo a cabo la prediccion de la estructura
secundaria y terciaria utilizando I-Tasser, y se calcularon las propiedades fisicoquimicas
de los péptidos mediante HeliQuest y Peptide Property Calculator v.3.1. Ademas, se
compararon las secuencias de nucle6tidos con la base de datos del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) empleando la herramienta de Blast/p.

2.2. Purificacién y sintesis de péptidos filoseptina CC1l y SP3 mediante

cromatografia liquida de alto rendimiento.

Se disolvieron 10 mg de los péptidos sintéticos filoseptinas CC1 y SP3 respectivamente
en 1 mL de solucion A (99,90 % H,0 + 0,1 % acido trifluoroacético (TFA) v/v) y se
mezclaron en un vértex. Se filtré a través de una membrana de 0,45 um y se inyectaron
100 uL de muestra en el HPLC (Detector UV/Visible 2489, bombas binarias 1525) de la
marca Waters utilizando una columna semipreparativa XBridge peptide BEH 5um, C-18,
300 A (10x150mm) para cromatografia liquida de alto rendimiento HPLC. Se utiliz6 un
gradiente de elucién del 10 % al 100 % de la solucién B (99,90 % acetonitrilo + TFA 0,1
% v/v) durante 55 minutos con un flujo de 1 mL/min. La deteccion se realiz6 a una
longitud de onda de 214 nm. Las fracciones se recogieron en tubos de vidrio de 5 mL

de manera manual y por pico.

2.3. Identificacion de masas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS

Se identificé la masa/carga (m/z) mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS
(iD Plus Axima Confidence, Shimadzu). Primero se colocé 1 yL de matriz CHCA 98%
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico) 10 mg/ml en la placa de MALDI-TOF MS de 48 pocillos

y se dejo secar totalmente. Luego, se afiadié 1 uL de cada fraccion obtenida en la
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seccion 2.2 y se dejo secar. Después, se colocaron las placas en el espectrometro de
masas MALDI-TOF MS y el péptido PLS-CC1 se analizé en un rango de 1800 a 2000
Da, mientras que el péptido PLS-SP3 se analizé en un rango de 1450 a 1620, en modo
reflectron, con la siguiente configuracién: profile =200, power = 40, shots= 2, peak
width= 5, smoothing= 20, peak detection method= thershod — 25 % centroid, y theshold
type= 0,300. También, se calculé el error relativo (ppm) en de la medicién de las masas

en el MALDI-TOF MS, empleando la siguiente formula:

) Valor tedrico m/z — Valor experimental m/z
Error Relativo = x

10°
Valor tedrico m/z

2.4. Verificacion de pureza del péptido con HPLC en fase reversa

La pureza de los péptidos filoseptina CC1 y SP3 se verific6 con HPLC en fase reversa,
para lo cual se inyectaron 60 uL de los péptidos sintéticos purificados en el HPLC
(Detector UV/Visible 2489, bombas binarias 1525) de la marca Waters utilizando una
columna analitica Jupiter 5 um, C-18, 300 A (4.6 x 250 nm). Se emple6 un gradiente de
elucion del 10 % al 100 % de la solucién B (99,90 % acetonitrilo + TFA 0,1 % v/v) durante
45 minutos con un flujo de 1 mL/min. La deteccién se realizé a una longitud de onda de
214 nm.

2.5. Liofilizacion de los péptidos purificados

Después de asegurar la presencia y pureza > 90% de los péptidos, se procedié a su
liofilizacion. Para ello, las muestras se congelaron a -80 °C durante 24 horas.
Seguidamente, se introdujeron en nitrégeno liquido durante media hora y se taparon con
parafilm. Posteriormente, se colocaron en el liofilizador (BenchTop Pro 9L, Omnitronics)

a-80°Cy 21 mTorr durante 5 dias. Finalmente, se conservaron a 20°C.

2.6. Ensayo de concentracion inhibitoria minima (CIM)

Se determiné la concentracion inhibitoria minima de los péptidos purificados contra las
bacterias S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 y la levadura C. albicans ATCC
10231 Enterococcus faecalis, asi como contra los aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae resistente a la ampicilina. Se realizaron diluciones seriadas de los péptidos

filoseptina CC1 y SP3 respectivamente en dimetilsulfoxido (DMSO) para obtener
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concentraciones de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 y 1 x 102 mg/L (uM). Cada
microorganismo en su fase logaritmica fue diluido en MHB para alcanzar una
concentracion de 1x10° (UFC)/mL para bacterias y 1x10> (UFC)/mL para la levadura.
Para verificar esto, se dispenso 20 ppL de diluciones seriadas
1x1072,1x1073 y 1x10~* con PBS 1X de los microorganismos diluidos en placas con
agar Mueller Hinton (MHA) y después de 24 h de incubacién a 37 °C se calculé la Unidad
Formadora de Colonias por mililitro UFC/mL utilizando la férmula:

UFC _ Numero de colonias * Factor de dilucion

mL Volumen inoculado (mL)

Luego, se colocaron 2 uL de cada dilucion del péptido y 198 pL del microorganismo en
una placa estéril de 96 pocillos. Se emplearon 2 yL de DMSO en 198 uL de
microorganismo como control negativo y 200 uL de caldo Mueller Hinton Broth (MHB)
como blanco sin crecimiento bacteriano. Se realizaron 5 réplicas por cada concentracion
del péptido y se repitié el experimento dos veces para confirmar los resultados. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 16 h para promover el crecimiento de los
microorganismos y se midié la absorbancia a 560 nm en el lector de placas (GloMax,
Promega).

2.7. Ensayo de hemdlisis

El ensayo de hemdlisis se llevd a cabo para determinar la actividad hemolitica de los
péptidos sintéticos filoseptina CC1 y SP3. Se utilizé6 una solucion al 4 % de glébulos
rojos humanos heparinizados en PBS 1X y las mismas concentraciones obtenidas por
diluciones seriadas del péptido sintético en los ensayos CIM. Se colocaron 200 uL de la
solucion de glébulos rojos al 4 % y se anadieron 200 uL de cada dilucion del péptido
sintético en tubos de 1,5 mL. Como control negativo se utilizaron 200 uL de la solucién
de globulos rojos al 4% con 200 yL de PBS 1X sin péptido y como control positivo se
anadieron 200 pL de la solucion de glébulos rojos al 4 % con 5 pL de triton X-100 y 195
ML de PBS 1 X. Se realiz6 1 réplica de cada tratamiento y se incubaron a 37°C durante
2h. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se transfirié a placas de 96 pocillos. La lectura se realiz6 a 560 nm en un
lector de placas (GloMax, Promega). El porcentaje de hemdlisis se calculé utilizando la

formula:



.. 0
%H 5l = —x100
YoHemoOlisis Ax—on

Donde A es la OD de las muestras con la concentracion del péptido filoseptina CC1 y

SP3, A4, es la OD del control negativo y A, es la OD del control positivo.

2.8. Permeabilidad de la membrana bacteriana utilizando microscopia

fluorescente.

Se llevé a cabo una tincion utilizando Sytox Green a una concentracion de 5 uM y DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol) a 5 yM en las muestras de los péptidos sintéticos PLS-CC1
y PLS-SP3 obtenidos de los ensayos de concentracion inhibitoria minima (CIM). Se
utilizaron microorganismos en su fase exponencial. Se colocaron 2 uL de cada dilucién
del péptido y 198 pL del microorganismo en un tubo de 1,5 mL. Se emplearon 2 UL de
DMSO en 198 pL de microorganismo como control negativo y 2 uL de ampicilina (0,1
g/mL) en 198 pL de microorganismo como control positivo. Los tubos de 1,5 mL se
incubaron a 37 °C durante 2h. Luego, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min
y se descarté el sobrenadante para poder lavar el pellet con 200 yL de PBS 1X y se
centrifugd nuevamente a 3000 rpm por 5 min, se descarté el sobrenadante y se procedioé
a colocar 200 pL de DAPI y se dejo por 15 min en completa oscuridad. Transcurrido los
15 min, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min y se descart6 el sobrenadante.
Luego, se colocaron 200 pyL de Sytox Green a cada muestra por 10 min en completa
oscuridad. Finalmente, se centrifugaron los tubos a 3000 rpm por 5 min, se descart6 el
sobrenadante y se realiz6 un dltimo lavado de cada muestra con PBS 1X, se centrifug®,
se descartd el sobrenadante, y se resuspendié el pellet. Las bacterias tefiidas se
observaron bajo microscopia de fluorescencia (Microscopio vertical, Nikon Eclipse Ni U)

utilizando el objetivo de 100X con aceite de inmersion.
2.9. Indice de selectividad de los péptidos filoseptina CC1y SP3.

El indice de selectividad se calculd para representar la especificidad del péptido
antimicrobiano. La selectividad para las bacterias versus los glébulos rojos se determiné
con la siguiente formula:

_ HCs,
~ CIMq,

Donde, HCs, es la concentracion que produce el 50% de hemodlisis y CIMg, es la

SI

concentracion minima del péptido al 50% de inhibicibn contra los diferentes
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microorganismos empleados [24].
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CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Analisis Bioinformatico.

Utilizando Peptide property calculator v.3.1 se encontré que la masa molecular teérica
del péptido filoseptina CC1 es 1943,135 Da. y de la filoseptina SP3 es 1567,981Da.
También, se calcularon los valores de hidrofobicidad, que fueron 0.894 y 0.917
respectivamente, calculados mediante HeliQuest. Ademas, se utiliz6 el software I-
Tassser para la prediccion de las estructuras secundarias en 3D de los péptidos, donde
PLS-CCL1 tiene 72.22 % y PLS-SP3 el 53.33 % de hélices alfas (Tabla 1-3).

Tabla 1-3: Propiedades fisico quimicas de los péptidos sintéticos filoseptina CC1 y SP3.

Parametros Filoseptina CC1 Filoseptina SP3
Secuencia FLHLIPHVISAISALSNLa FLGIIPVAISALSRLa
Numero de aminoé&cidos 18 15

Masa tedrica en Dalton 1943,143 1567,981

% de amino4cidos basicos 11.11 6.67

% de amino4cidos neutros 27.78 26.67

% de aminoéacidos acidos 0 0

% de aminoéacidos

hidrofébicos ot 0667

% de hélice alfa 72.22 53.33
Carganetaz +1 +2
Hidrofobicidad H 0.894 0.917
Momento hidrofébico uH 0.420 0.488

Estructura secundaria

A

Leu,g

Elaborado por: Brifioles, 2024

También se realizé una alineacién de secuencias con los péptidos PLS-CC1 (Tabla 2-
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3) y PLS-SP3 (Tabla 3-3) respectivamente, utilizando Blats/p y limitando la busqueda a
anfibios (taxid:8292). De estos datos, solo se escogieron los 10 primeros resultados por

cada péptido para conservar el valor E <1.

Tabla 2-3: Comparacién de la secuencia de aminoacidos de PLS-CC1 con otros péptidos
pertenecientes a la familia filoseptina de acuerdo a BLAST/p (proteina-proteina) en la base
de datos UniProt.

# Acceso Péptido Especie Secuencia

PLS-CC1 Cruziohyla calcarifer 1 FLHLIPHVISAIT ___ _SALSNL 1
AOASPSK461.1 PLS-SP1  Agalychnis spurrelli 46 . .S ... . ... PHVVN. ... 6
P86619.1 PLS-J6  Phasmahyla jandaia 1 . BN A. - _ _ _ I A. 1
P84568.1 PLS-H3  Pithecopus hypochondrialis 1 . BN A.N. V____ AL 1
P8e6l4d.1 PLS-J1  Phasmahyla jandaia 1 . BN. A. N. o _ I A. 1
P86620.1 PLS-J7  Phasmahyla jandaia 1 . BN. A. .. o _ I AD 1
P86616.1 PLS-J3  Phasmahyla jandaia 1 . BN. A. N. o _ I A. 1
P86618.1 PLS-J5  Phasmahyla jandaia 1 . BN. M. . . e 1
P86615.1 PLS-J2  Phasmahyla jandaia 1 . BN A.N.. ____. . 1AD 1
P85447.1 PLS-8 Phyllomedusa temoptema 1 . BN. A. N. V____ _ 1
P84904.1 PLS-H10 Pithecopus hypochondrialis 1 . BH. A. N. V____ _ 1

. = aminodacidos conservados, _=gaps afiadidos para maximizar la alineacién, subrayado =
las regiones variables

Elaborado por: Brifioles, 2023
Con respecto al péptido PLS-SP3, la alineacion de secuencias encontré mayor similitud
con medusinas, algunas de estas anteriormente eran llamadas filoseptinas.

Tabla 3-3: Comparacion de la secuencia de aminoacidos de PLS-SP3 con otros péptidos de acuerdo a
BLAST/p (proteina-proteina) en la base de datos UniProt.

# Acceso Péptido  Especie Secuencia

PLS-SP3 Agalychnis spurrelli 1 FLGIL I PV __ AISALSRL 15
COHLE1.1 MDS-TR1  Phyllomedusa trinitatis 2 ..M. CALT . LK. 18
F7U188.1 MDS-S1  Phyllomedusa sauvagii 50 _ . .M. .ALS . . K. 66
AOA1IMA4BLT1.1 MDS-PT  Phyllomedusa tarsius 50 _ ..M. CALT . . K. 66
LOP402.1 MDS-H1  Pithecopus hypochondrialis 50 _ . . M. DAL S . . K. 66
P86609.1 PjP5-1 Phasmahyla jandaia 2 _ . .M. I . ____ 1
PODQKS.1 MDS-L1 Agalychnis lemur 2 _ .M. LAIS. K. 18
LOP3K3.1 MDS-DAL1 Agalychnis dacnicolor 51 _ ..M. L _ | .S . 64
LOP329.1 MDS-C1  Agalychnis callidryas 51 _ . .M. LAIS. . K. 67
ADA5Q0MU22.1 MDS-AS  Agalychnis spurrelli 5. _...M. .LAIS. ... ..K. 67
P84939.1 PLS-Az6  Phithecopus azureus 1 ..SL. .A___ .. ML 13

. = aminoécidos conservados, _=gaps afiadidos para maximizar la alineacion, subrayado = las regiones
variables

Elaborado por: Brifioles, 2024

3.2. Purificacién y sintesis de péptidos filoseptina CCl1l y SP3 mediante

cromatografia liquida de alto rendimiento.

Se utilizaron 98,7 mg de péptido PLS-CC1 y 123,5mg de PLS-SP3 previamente
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sintetizados por el Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad
Regional Amazénica Ikiam con purezas iniciales de 56 %y 49 %, obtenida por RP-HPLC
y las masas monoisotépicas experimentales de 1945.180 y 1568.966 Da.,
respectivamente, obtenidas mediante MALDI-TOF MS (Figura 1-3). El error relativo en
la medicién de la masa molecular para PLS-CC1 fue de -533.396 ppm en relacién a la
masa monoisotépica tedrica de 1944.143 Da. y para PLS-SP3 de 14.659 ppm en
relacion a la masa monoisotépica tedrica de 1568.989.

PLS-CC1

Pureza: 56% Pur;gzi_-szs%
a L b 0310
0.248
1.20
0.186
o
=< 0.80 =
0.124
0.40
0.062
0.00 : ‘ . ‘ .
16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00
Minutes Minutes
¢ d
%Int. %Int.
PLS-CC1 —— 1945.180 PLS-SP3 —— 1568.966
100 100
| 1967.170
5 1946.202 | .
1947.187 h | 1591019
1832154 1948179, | o 1471761 1571.621
1800 1850 1900 THe50 2000 1450 1500 1550 1600
mz m/z

Figura 1-3: Verificacion de pureza mediante HPLC de las filoseptinas sintetizadas, a) representa la
pureza de la filoseptina CC1, y b) pureza de la filoseptina SP3. Identificacién de la
masa/carga mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS, c) pertenece a la PLS-
CC1, y d) corresponde a la PLS-SP3.

Elaborado por: Brifioles, 2024.

Se logré obtener una cantidad de 15.7 mg de péptido PLS-CC1y 14.5mg de PLS-SP3,
con purezas de 96 y 98 %, purificadas mediante cromatografia liquida y analizadas por
MALDI-TOF MS, visualizando las masas moleculares [M + H*] = 1944.110 y 1568.948
Da., respectivamente (Figura 2). El error relativo en la medicion de la masa para PLS-
CC1 fue de 16.974 ppm en relacién a la masa monoisotopica tedrica de 1944.143 Da.,
y en PLS-SP3 fue de 26.131 ppm en relacion a la masa tedrica de 1568.989 Da. En
PLS-CC1 la formacion de aductos, como el sodio (Na) presento un error de -2.541 ppm
con respecto a su masa teorica 1967.133 Da., y para el potasio (K) fue de -585.910 ppm
en relaciéon a su masa teorica de 1983.241 Da., mientras que los aductos de PLS-SP3
14



tuvieron un error relativo en la medicion de las masas de -623.124 y -670.361 ppm en

relacibn a sus masas tedricas de 1591.979 y 1608.087 Da., para Na y K,

respectivamente.
PLS-CC1
a Pureza: 96% b PLS-SP3
1.20 Pureza: 98%
0.90 0.361
0.27]
=2 0.60 )
< 0.181
0.30 0.09.
0.00 0.00 ;

12.00

16.00 20.00 24.00 28.00

20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00

¢ Minutes d Minutes
%Int. oint
1967.128 PLS-SP3 —— 1568.948
100 100
PLS-CC1 —— 1944110
|
1946.165 1500987
50 :
1982.079 50
i1 985.126 1607.009
0 LY _ . 1609.949
1800 1850 1900 1950 2000 1450 1500 1550 1600
m/z m/z

Figura 2-3: Verificacién de pureza de las filoseptinas sintetizadas mediante HPLC, a) representa la pureza
de la filoseptina CC1, y b) pureza de la filoseptina SP3. Identificacion de la masal/carga
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS, c) pertenece a la PLS-CC1, y d)
corresponde a la PLS-SP3.

Elaborado por: Brifioles, 2024

3.3. Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

El péptido PLS-CC1 con 96 % de pureza presento actividad inhibitoria minima contra
una bacteria Gram positivas, S. aureus a la concentracion 8,23 yM (16 mg/L) y contra
C. albicans a 32,93 uM (64 mg/L). Mientras que el péptido PLS-SP3 con 98 % de pureza
mostro tener actividad inhibitoria contra las bacterias Gram positivas como S. aureus a
12,83 uM (32 mg/L ) y E. faecalis a 51,43 uM (128 mg/L) respectivamente (Figura 3-3).
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Concentracion Inhibitoria Minima de los péptidos
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Figura 3-3: Concentracion inhibitoria minima de los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 contra S. aureus, E. coli,
C. albicans, K. pneumoniae y E. faecalis. MHB (Mueller Hinton Broth) corresponde al blanco (sin
crecimiento bacteriano) y DMSO (Dimetilsulféxido) al control negativo (con crecimiento). a)
pertenece a PLS-CC1y b) pertenece a PLS-SP3.

Elaborado por: Brifioles, 2024.
3.4. Hemodlisis

El péptido PLS-CC1 no presento actividad hemolitica en las concentraciones de 18,08
MM (64 mg/L) y 4,51 uyM (16 mg/L), mismas que tuvieron actividad contra C. albicans y
S. aureus en los ensayos CIM. Mientras que el péptido PLS-SP3 presenté baja actividad
hemolitica (2,5 %) en 12,86 uyM (32mg/L) y (8,8 %)51,43 pM (128 mg/L),
concentraciones en las que hubo actividad contra S aureus y E. faecalis
respectivamente (Figura 4-3).

Actividad Hemolitica de los péptidos
Filoseptina CC1 Filoseptina SP3

100.0%

100.0% og g,

Hemdlisis (%)

01% 14% 08% 02% 04% 0%

23% 25% 079 o2y 02% 05% 04% 0%

R LGP N g A SO - S x g o R I R I S
SRR R DR N N O o < R P ©
MV eP ) e @ A L5 WY QF ™ o7

o é”%"’ 'J\ '], N

Concentracién del péptido yM (mg/L) b Concentracion del péptido pM (mg/L)

Figura 4-3: Actividad hemolitica de los péptidos sintéticos PLS-CC1y PLS-SP3. C (+) corresponde al control
positivo (Triton X-100) y C (-) al control negativo (PBS). En la parte superior de las barras
se presentan los porcentajes de hemdlisis para cada concentracién y controles. a) pertenece
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a PLS-CC1y b) PLS-SP3.

Elaborado por: Brifioles, 2024.

3.5. Permeabilidad de la membrana bacteriana utilizando microscopia

fluorescente.

La accién bactericida de las concentraciones de los péptidos sintéticos PLS-CC1y PLS-
SP3, obtenidas de los ensayos CIM contra S. aureus, fue confirmada mediante la técnica
de fluorescencia utilizando Sytox Green y DAPI. Durante el ensayo, se pudo observar
que la mayoria de las células de esta bacteria se tifieron de color verde con las CIM de
PLS-CC1y PLS-SP3, lo cual indica alteraciones en la pared celular. Para validar estos
resultados, se incluy6 un control positivo utilizando ampicilina para asegurar el dafio en
las células de S. aureus, donde se observo una similar mayoria de células bacterianas

tefiidas con el colorante Sytox Green (Figura 5-3).

17



Bacteria Gram Positiva S.

DAPI

aureus

Control -

i

SYTOX GREEN

DAPI 'SYTOX GREEN
DAPI SYTOX GREEN

PLS-CC1 - 16 mg/L

PLS-SP3 - 32 mg/L

Control +

DAPI SYTOX GREEN

Figura 5-3: Microscopia fluorescente de los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 contra S. aureus. El
control positivo es ampicilina y el control negativo es DMSO.

Elaborado por: Brifioles, 2024

3.6. indice de selectividad de los péptidos filoseptina CC1y SP3.

Se realizo el indice de selectividad (SI) para ambos péptidos para caracterizar mejor su
posible uso terapéutico. La actividad hemolitica sobre los eritrocitos humanos fue
evaluados mas a fondo mediante la determinacién de HC,/CIMs, valores y célculo de
indices de selectividad. Primero, en nuestras condiciones experimentales, se descubrid
que PLS-CC1 y PLS-SP3 ejercen una fuerte actividad hemolitica contra los glébulos
rojos con un HCso, de 190,66 y 104,11 pyM resultante en un Sl de 46,333 y 16,191,
respectivamente, contra S. aureus (Tabla 4-3). El peptido PLS-SP3 tuvo un IS de 11,580
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contra la levadura C. albicans.

Tabla 4-3: indice de selectividad de los péptidos filoseptina CC1y SP3.

Péptido S. aureus E. faecalis C. albicans
Filoseptina CC1 46,333 - 11,580
Filoseptina SP3 16,191 4,048 -

Elaborado por: Brifioles, 2024.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Andlisis bioinformatico de los péptidos sintéticos PLS-CC1 y PLS-SP3.

Los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 comparten entre si caracteristicas fisico quimicas
similares como el momento hidrofébico (0.420 y 0.488 uH), el porcentaje de residuos
hidrofébicos (61 - 66 %). También, se encontré que el péptido PLS-CC1 de la especie
C. calcarifer comparte 73 % de identidad con el péptido filoseptina SP1 (PLS-SP1) de
la especie A. spurrelli con un valor E mas bajo (5e-06) y una cobertura de 100 %. El
valor E representa la probabilidad de que un alineamiento con una puntuacion
determinada se produzca por casualidad. Esto quiere decir que cuanto menor sea el
valor E, mas significativo sera el alineamiento [25]. La alineacion de secuencia del
péptido PLS-CC1 con las demas filoseptinas muestran sustituciones de 4 y 5
aminodacidos respectivamente, pero comparten el N-secuencia terminal FL-, una H en
la posicién 7 y la amidacion C-terminal, que son las principales caracteristicas de
filoseptinas [15]. Las sustituciones en la secuencia de aminoacidos pueden variar la

actividad biolégica que tiene cada uno de los péptidos [26]

Con respecto al péptido PLS-SP3 de A. spurrelli, este compartid 71 % de identidad con
el péptido medusina TR1 de la especie P. trinitatis con el valor E mas bajo (0.025) y
cobertura de 93 %. Todas las similitudes de este péptido son péptidos medusinas
provenientes de diferentes especies y algunas de estas, eran conocidas anteriormente
como filoseptinas. Cabe recalcar que el péptido filoseptina SP3 comparte el N-
secuencia terminal FL-, y la amidacion C-terminal, que son las caracteristicas de

filoseptinas [15].

4.2. Actividad biolégica y hemolitica de los péptidos sintéticos PLS-CCly PLS-
SP3.

Findlay, B. y colaboradores en 2010, mencionan que las bacterias Gram negativas se
caracterizan por poseer una membrana externa adicional y postulan que los péptidos
catidnicos interactian con la superficie altamente negativa de dicha membrana [22].
Este proceso conlleva el desplazamiento de iones de magnesio, responsables de
neutralizar parcialmente la carga negativa, predominante en el lipopolisacarido

glicolipidico aniénico que ocupa la monocapa externa de la membrana externa [27]. La
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elevada carga negativa es, entonces, mitigada por el péptido catidnico, ya sea
mediante una fuerte union al lipopolisacérido o neutralizando la carga en un area
especifica de la membrana externa y la insercién y translocacion del péptido a través
de la bicapa resultan fundamentales para la interaccion con la membrana externa que

sirve como mecanismo selectivo contra bacterias Gram negativas [22,28].

Cuando los péptidos antimicrobianos, como PLS-CC1 con carga +1 y PLS-SP3 con
carga +2, superan la membrana externa o la gruesa pared celular de bacterias Gram
positivas, se aproximan a la membrana citoplasmética [29].La carga positiva de los
péptidos catidnicos les permite interactuar con la superficie aniénica de la membrana
citoplasmética, mientras que su hidrofobicidad les permite insertarse en la interfaz de
grupos hidrofilicos y cadenas aciladas de fosfolipidos [22,28].

Las propiedades fisicoquimicas de los péptidos antimicrobianos que le permiten
acoplarse a la membrana bacteriana son la carga, la anfipaticidad, la hidrofobicidad y
la capacidad de unién al hidrogeno [22]. Esto, debido a que el péptido experimenta un
cambio estructural al momento de entrar en contacto con la membrana bacteriana y
este cambio resulta en una anfipaticidad por la segregacion de residuos apolares y
polares permitiendo la perturbacion de la membrana [30]. La hidrofobicidad es
necesaria para la inserciéon y alteraciéon de la membrana debido a que la existencia de
aminodcidos hidréfobos refuerza la participacion en las membranas [31]. En el caso
de las bacterias Gram positivas, la base de datos de péptidos antimicrobianos alberga
una amplia variedad de péptidos de distintas especies y una proporcién considerable
de estos péptidos exhiben actividad especifica contra bacterias Gram positivas,
presentando entre 60 a 70 % de residuos hidr6fobos, como es el caso de PLS-CC1,
con un 61 %, y PLS-SP3, con un 66 % de tales residuos, facilitando la translocacion
de los péptidos a través de la membrana externa de la bacteria [28]. No obstante, se
concuerda en que la carga positiva del péptido es crucial para la unién inicial a la

superficie de la membrana bacteriana [29].

En este caso, el péptido PLS-CC1 con 61 % de aminoacidos hidrofobicos y carga neta
+1 present6 actividad contra S. aureus (CIM 16.46 pM), y C. albicans (CIM 32.63 uM),
pero no contra E. faecalis (bacteria Gram positiva al igual que S. aureus). Este péptido
no exhibié actividad hemolitica (0.1 — 0.2%) respectivamente en las concentraciones
gue presentan inhibicién. Mientras que, el péptido PLS-SP3 posee un porcentaje de

residuos hidrofébicos de 66 % y una carga neta +2 que le proporcioné la actividad
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contra bacterias Gram positivas como S. aureus (CIM 12.86 uyM) y E. faecalis (CIM
51.43 uM). A diferencia del péptido PLS-CC1, el péptido PLS-SP3 present6 un bajo
efecto hemolitico (2.5 — 8.8 %). La diferencia en la carga neta, composicién de
aminodcidos y toxicidad selectiva entre los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 podria ser
determinante en la variacion de sus actividades antimicrobianas. Aunque ambos
péptidos tienen una carga neta positiva, la magnitud de esta carga difiere, siendo +1
para PLS-CC1 y +2 para PLS-SP3. Esta variacion en la carga puede influir en la
interaccion con las membranas celulares de microorganismos, afectando la eficacia
antimicrobiana [26]. Ademas, la composicion especifica de aminoéacidos en las
secuencias de ambos péptidos puede determinar su afinidad por diferentes
componentes celulares, contribuyendo a la selectividad contra bacterias Gram
positivas especificas [32]. Por otra parte, la toxicidad selectiva, representada por la
actividad hemolitica, también diverge entre los péptidos. La presencia de aminoacidos
particulares y su disposicion en la estructura de los péptidos puede influir en la
interaccion con las células hospedadoras, lo que se traduce en distintos niveles de
toxicidad [33]. En conjunto, estas variaciones en la carga neta, composicion de
aminodcidos y toxicidad selectiva contribuyen a las diferencias observadas en las
actividades antimicrobianas de PLS-CC1l y PLS-SP3, incluso cuando comparten

similitudes en otras caracteristicas.

La actividad del péptido catidnico PLS-CC1 contra microorganismos como S. aureus 'y
C. albicans puede estar relacionada con la composicion de la membrana celular de
estos microorganismos. Los polisacaridos presentes en la estructura celular, como el
manano, glucano y quitina en el caso de C. albicans, al ser cargados negativamente,
pueden atraer a los péptidos cationicos, facilitando su union a la membrana celular
[34]. Lo mismo ocurre en la pared celular de S. aureus, que posee peptidoglucanos
cargados negativamente y acido teicoico, que es un polimero de carga negativa que
puede interactuar con los péptidos catidnicos a través de interacciones electrostaticas
[35]. Estas interacciones pueden perturbar la integridad de la membrana, llevando a la
permeabilizacién y, en Ultima instancia, a la muerte de los microorganismos [32]. Por
otro lado, E. faecalis tiene una pared celular con antigenos del grupo D y una gran
cantidad de mureina y acido teicoico, lo que podria dificultar la interaccién con el
péptido PLS-CC1 [36]. El estudio de Li et al. (2019) menciona que los péptidos
antimicrobianos pueden tener diferentes mecanismos de accidon contra diferentes
microorganismos, lo que podria explicar la selectividad del péptido contra S. aureus y

C. albicans, pero no contra E. faecalis [10]. Ademds, la presencia de otros
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componentes en el medio de cultivo, como los nutrientes, el pH y la presencia de iones,
pueden influir en la actividad de los péptidos. En especial la presencia de iones en el
medio de cultivo, que pueden afectar la carga de los péptidos y su capacidad para

interactuar con la membrana celular de los microorganismos [37].

La evaluacion de la actividad hemolitica desempefia un papel crucial en la
determinacion de la toxicidad de los péptidos antimicrobianos PLS-CC1 y PLS-SP3,
siendo un factor determinante para su potencial aplicacion terapéutica en humanos.
La capacidad de un péptido antimicrobiano de no ser hemolitico implica su habilidad
para atacar selectivamente las membranas de los microorganismos, preservando la
integridad de las membranas de los globulos rojos [33,38]. En este estudio, los
resultados revelaron una actividad hemolitica nula y baja para PLS-CC1 y PLS-SP3,
respectivamente, posicionandolos como prometedores candidatos terapéuticos. La
evaluacion de hemodlisis representa la medida inicial mas comunmente empleada al
evaluar péptidos antimicrobianos destinados a combatir patdgenos humanos y

bacterias estandar [39,40].

4.3. Permeabilidad de la membrana bacteriana.

Los resultados del CIM de los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 contra S. aureus se
evaluaron utilizando DAPI y Sytox Green. En este caso, ambos péptidos mostraron
una actividad similar, como se evidencié por la presencia predominante del tinte Sytox
Green (Figura 5-3). Este tinte es impermeable a las células vivas, pero puede penetrar
en células con membranas comprometidas, como células muertas o bacterias con
membranas dafiadas, donde se une al ADN y emite fluorescencia verde [41]. Estos
resultados de las concentraciones de los péptidos son similares al control positivo con
ampicilina, que confirma la actividad contra S. aureus. Se comprueba asi la actividad
gue estos péptidos tienen contra S. aureus. Por otro lado, el tinte DAPI se une al ADN
y emite fluorescencia; las bacterias que no estan comprometidas se tifien de color azul

[42], como se observa en el control negativo con DMSO, para bacterias vivas.

En un ensayo de permeabilidad, cuando hay actividad bactericida que resulta en dafio
en la membrana bacteriana, estos tintes pueden penetrar en las bacterias, unirse al
ADN y emitir fluorescencia, lo que indica la presencia de bacterias con membranas
comprometidas o dafiadas. Por lo tanto, la presencia de fluorescencia causada por la

union de estos tintes al ADN bacteriano en un ensayo de permeabilidad indica la
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permeabilizacion de la membrana bacteriana, lo que sugiere actividad bactericida
[43,44].

4.4. Iindice de selectividad de los péptidos filoseptina CC1y SP3.

El péptido filoseptina CC1 exhibi6 un indice de selectividad de 46.333 contra S. aureus
y 11.580 contra C. albicans. Por otro lado, el péptido filoseptina SP3 mostré un indice
de selectividad de 4.048 contra E. faecalis y 16.191 contra S. aureus. Estos resultados
indican una diferencia significativa en la selectividad de los péptidos contra los
microorganismos evaluados. Los péptidos filoseptina CC1 y SP3 muestran indices de
selectividad relativamente altos, lo que sugiere una mayor especificidad en su actividad

antimicrobiana.

Segun Indrayanto y colaboradores en 2021, mencionan criterios de aceptacion del
indice de selectividad (SI) para muestras bioactivas. Por ejemplo, se propuso un valor
minimo de S| = 10 para considerar una muestra bioactiva selectiva. Se destacé que un
S| mayor a 10 es deseable para un indice terapéutico efectivo [45]. Los resultados
obtenidos para el péptido PLS-CC1 y PLS-SP3 contra S.aureus (46.333 — 16.577)
muestra que cumplen con este criterio de aceptacion, lo que respalda su potencial

como agentes antimicrobianos selectivos.

Es importante tener en cuenta que la interpretacion de los valores de Sl varia entre
diferentes publicaciones. Por ejemplo, segun Famuyide y colaboradores en 2019, si
un Sl > 1 podria considerarse como indicativo de actividad bioactiva y no toxica [46],
mientras que otros investigadores, como Nogueira y Estélio do Rosério, sugieren que
el Sl no deberia ser inferior a 2[47]. Esta variabilidad en los criterios de aceptacion del
S| destaca la necesidad de realizar mas investigaciones para determinar el valor

minimo aceptable de Sl y mejorar la selectividad de las muestras bioactivas [45].

En comparacion con los valores de SI mencionados, se observa que los péptidos
filoseptina CC1 y SP3 exhiben indices de selectividad significativamente altos, lo que
sugiere una mayor especificidad en su actividad antimicrobiana. Estos resultados
respaldan la utilidad potencial de los péptidos como agentes antimicrobianos selectivos
y destacan la importancia de considerar el Sl en la evaluacién de la actividad bioactiva

de diversas muestras.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La presente investigacion se centré en la evaluacion de los péptidos PLS-CC1 y PLS-
SP3, descubiertos recientemente en dos especies de anfibios. Se constaté que PLS-
CC1 comparte un 73 % de identidad con péptidos de la familia filoseptina, mientras que
PLS-SP3 exhibe un 71 % de similitud con péptidos de la familia medusinas. El andlisis
bioinforméatico revel6 que tanto PLS-CC1 como PLS-SP3 poseen una estructura a-hélice
anfipatica, con un porcentaje de aminoacidos hidrofébicos superior al 61% y cargas
netas de +1 y +2, respectivamente. Estas caracteristicas fisicoquimicas son cruciales
para comprender el mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos,
especificamente de las filoseptinas CC1y SP3 en este contexto. La integracién de datos
experimentales y bioinforméticos proporciona una vision comprehensiva de las
propiedades estructurales y funcionales de estos péptidos, abriendo perspectivas para
futuras investigaciones y el disefio racional de agentes antimicrobianos innovadores

basados en péptidos.

En esta investigacion, se demuestra que los péptidos PLS-CC1 y PLS-SP3 podrian ser
agentes terapéuticos novedosos. Por su actividad contra microorganismos de
importancia mundial como lo son S. aureus, E. faecalis y C. albicans. También, por su
baja o nula actividad hemolitica. Sin embargo, es necesario realizar mas ensayos sobre
el mecanismo de accién de estos péptidos, comparar la eficacia con otros antibiéticos
comerciales para evaluar la selectividad de estos y determinar su capacidad para atacar
selectivamente a las bacterias patdgenas sin afectar negativamente a las células
huésped. Esta comparacion proporcionaria informaciéon valiosa sobre la capacidad
relativa de los péptidos para combatir microorganismos en comparacion con

tratamientos estandar ampliamente utilizados.

Ademas, analizar las caracteristicas fisico-quimicas asociadas con la actividad
antimicrobiana permitiria identificar las propiedades especificas de los péptidos que
podrian influir en su selectividad. Esto podria incluir aspectos como la carga neta, la
composicion de aminoacidos, la estructura tridimensional y la interaccion con las
membranas celulares. En dltima instancia, entender como estas caracteristicas se
relacionan con la eficacia y la selectividad de los péptidos podria guiar el disefio de

péptidos antimicrobianos més efectivos y especificos en el futuro.
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