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RESUMEN

Las dermaseptinas son una gran familia de péptidos antimicrobianos secretados por la
piel de las ranas pertenecientes a la familia Phyllomedusidae. Estos péptidos cumplen la
funcién de defensa frente a patégenos, por lo tanto, actian sobre microorganismos
como virus, hongos, bacterias y parasitos. Este trabajo presenta la caracterizacidon
funcional de la dermaseptina-CC1 de la especie Cruziohyla calcarifer. Este péptido fue
sintetizado quimicamente y luego se determind su potencia, rango de accion y toxicidad
en eritrocitos. Adicionalmente, se realizaron analisis bioinformaticos para obtener las
caracteristicas fisicoquimicas y similitud de secuencias con dermaseptinas conocidas en
bases de datos (NCBI, UniProt). Los resultados muestran que la dermaseptina CC1 es un
péptido catidnico que tiene una a-hélice anfipatica con carga neta +3, con una secuencia
que difiere de las dermaseptinas presentes en las bases de datos, alcanzando un 85 %
de identidad y compartiendo caracteristicas como un triptéfano conservado en el
tercera posicién y motivos de consenso de la region media. La dermaseptina CC1 mostré
actividad para todos los microorganismos utilizados en este estudio (cepas ATTC de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, y aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa), siendo mas potente contra
bacterias Gram negativas con una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 2,25 uM
contra E. coliy 9,02 uM contra aislados clinicos resistentes a ampicilina (K. pneumoniae
y P. ageruginosa), sin actividad hemolitica. Este estudio presenta la dermaseptina CC1
como un péptido potencial para desarrollar tratamientos terapéuticos enfocados a

combatir la resistencia bacteriana.

Palabras claves: Cruziohyla calcarifer, dermaseptina, actividad antimicrobiana,

cationicidad, a-hélice



ABSTRACT

Dermaseptins are a large family of antimicrobial peptides secreted by the skin of frogs
belonging to the Phyllomedusidae family. These peptides fulfill the function of defense
against pathogens, therefore, they act on microorganisms such as viruses, fungi,
bacteria and parasites. This work presents the functional characterization of
dermaseptin-CC1 from the species Cruziohyla calcarifer. This peptide was chemically
synthesized and then its potency, range of action, and toxicity were determined in
erythrocytes. Additionally, bioinformatic analyzes were performed to obtain the
physicochemical characteristics and sequence similarity with known dermaseptins in
databases (NCBI, UniProt). The results show that dermaseptin CC1 is a cationic peptide
that has an amphipathic a-helix with net charge +3, with a sequence that differs from
the dermaseptins present in the databases, reaching 85 % identity and sharing
characteristics such as a conserved tryptophan in the third position and mid-region
consensus motifs. The dermaseptin CC1 showed activity for all the microorganisms used
in this study (ATTC strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Candida
albicans, and clinical isolates of Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa),
being more potent against Gram-negative bacteria with a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 2.25 uM against E. coli and 9.02 uM against clinical isolates
resistant to ampicillin (K. pneumoniae and P. aeruginosa), without hemolytic activity.
This study presents dermaseptin CC1 as a potential peptide to develop therapeutic

treatments focused on combating bacterial resistance.

Keywords: Cruziohyla calcarifer, dermaseptin, antimicrobial activity, cationicity, a-helix

xi



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Dermaseptinas: definicion, caracteristicas y mecanismo de accion

Los péptidos antimicrobianos son moléculas que contienen entre 12 y 50 residuos de
aminodcidos y poseen caracteristicas cationicas y anfifilicas que facilitan o tienen
actividad antimicrobiana. La funcién de estos péptidos es actuar en defensa del huésped
contra patdégenos como bacterias, hongos, virus y parasitos [1,2,3]. Estos péptidos
pueden ser producidos por una amplia variedad de organismos desde bacterias hasta

humanos [1,2].

Las dermaseptinas son una familia de péptidos antimicrobianos catidnicos secretados a
través de la piel de las ranas arbdreas de Sudamérica de la familia Phyllomedusidae de
la cual el género Phyllomedusa y Agalychnis han sido ampliamente estudiados vy
recientemente se ha encontrado dermaseptinas en la especie Cruziohyla calcarifer [1, 2,
4, 5]. La funcién de estos péptidos es defensa contra los patdgenos microbianos a los
que se encuentra expuesta la piel de estas ranas [6]. Las dermaseptinas se derivan de
una pre-prosecuencia peptidica, secuencia de un precursor peptidico, que posee la
regidon N-terminal conservada y variedad en los dominios carboxiterminales [2,6]. Esta
familia de péptidos comparten un patrdn conservado en sus secuencias que consta de
un residuo de Triptéfano en la tercera posicion y de un motivo consenso

AG(A)KAAL(V/G)G(N/K)AV(A) en la regién media [3].

En 1991 se aislé y caracterizd estructuralmente la primera dermaseptina de la piel de la
rana Phyllomedusa sauvagii y se denominé como dermaseptina S1 [1,7]. Se obtuvo una
estructura de 34 residuos de aminoacidos (ALWKTM
LKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ) con una masa molecular de 3455 Dalton [7]. La
dermaseptina S1 contenia un residuo de triptéfano y podia formar una hélice alfa
anfipatica en medio acido [7]. Desde este afio los estudios continuaron gradualmente,
siendo asi que en el afio 2009 se identificaron 49 dermaseptinas y hasta la actualidad se
han identificado mas de 240 en la base de datos UniProt [2, 8]. El mecanismo de accién

de las dermaseptinas se basa en la transicion de hélice-ovillo de este péptido que le
1



permite unirse a las capas lipidicas y destruir la membrana del patégeno, lo cual lo lleva
a la muerte (9). Cada péptido de la familia dermaseptina actia sobre una gran variedad
de microorganismos lo que ha permitido el desarrollo de varias investigaciones en las
cuales se ha registrado actividad bioldgica contra virus, hongos, bacterias y parasitos [2,

9,21].

Estudios realizados con dermaseptinas han demostrado que esta familia de péptidos
posee actividad antiviral [9]. La dermaseptina S4 aislada de la especie P. sauvagii tiene
actividad contra el virus de herpes simple tipo 2 (HSV-2) en células Vero mostrando un
fuerte efecto en las cepas sensibles y resistentes a Aciclovir con un ECso de 2,10 uM y 6
UM respectivamente [10]. Asi mismo, la dermaseptina S4 es capaz de inhibir la entrada
del virus del VIH tipo 1 en células endometriales humanas Hec-1 sin interaccion
especifica con la particula viral, lo que impediria la resistencia frente a dermaseptina
[11]. Estudios recientes in vitro, han demostrado que la dermaseptina S9 proveniente
del género Phyllomedusa es capaz de prevenir la infeccion viral del SARS-CoV-2 a través
de la unién de este péptido con el receptor ACE-2 (enzima convertidora de Angiotensina

2) e impedir que este se una con la proteina Spike (S) del virus [12].

Las dermaseptinas han demostrado tener actividad anti fungica contra hongos
filamentosos y levaduras [9]. Por ejemplo, las dermaseptina b y su forma precursora
dermaseptina B aisladas de la especie Phyllomedusa bicolor poseen actividad contra los
hongos Cryptococcus neoformans, Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger y la levadura Candida albicans; siendo la dermaseptina b la
gue mostré mayor actividad, especialmente contra C. neoformansy M. canis con un MIC
de 0,63 uM [13]. De la misma manera, la dermaseptina S3 aislada de esta misma especie
tiene la actividad antimicética en las levaduras (usando como organismo modelo
Saccharomyces cerevisiae) presentando dafio el ADN [14]. Otro estudio basado solo en
dermaseptinas indicd la actividad antimicdtica en los hongos Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Fusarium moniliforme y Fusarium oxysporum

con un MIC mayor a 25 uM y un LDsg de 0.05 a 4 uM [15]. Estudios mas recientes han



demostrado que la dermaseptina SP2 (DRS-SP2) aislada de Agalychnis spurrelli posee

actividad antimicética contra Candida albicans con un MIC de 10,7 uM [16].

En cuanto a la actividad antibacteriana, las dermaseptinas han demostrado tener
actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas [9]. Las dermaseptinas s1,
s2, s3 ys4indicaron actividad contra Escherichia coli siendo s3 y s1 las que presentaban
actividad mds potente con un MIC de 0,8 y 1,5 uM respectivamente [17]. Otro ejemplo,
son las dermaseptinas K4-S4 (1-13) y K4-S4 (1-16) que poseen actividad contra E. coliy
Staphylococcus aureus dado que 20 uM del péptido redujo en 30 minutos seis unidades
logaritmicas de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) viables [18]. Por otro lado,
la dermaseptina AC aislada de la secrecién cutdnea de A. callidryas posee actividad
antimicrobiana contra S. aureus, Enterococcus faecalis, E. coli y Klebsiella pneumoniae
con 2 uMy contra P. aeruginosa 4 uM [19]. Asimismo, la dermaseptina B4 aislada de
Phyllobates bicolor mostré actividad antibacterial contra S.aureus, E.coliy P. aeruginosa
con un MIC de 3, 5y 11,6 uM respectivamente [20]. Estudios mas recientes han
demostrado que la dermaseptina SP2 aislada de A. spurrelli presenta actividad contra E.

coliy S. aureus con un MIC de 2,68 uM [16].

Las dermaseptinas han manifestado poseer actividad antiparasitaria [21]. La
dermaseptina S4 aislada de la especie P. sauvagii tiene actividad contra el parasito de la
malaria Plasmodium falciparum mostrando una fuerte potencia los analogos KaKz0-Sa y
K4S4(1-13) con un ICso de 0,2 uM y 6 UM respectivamente, siendo mas efectivos en la
etapa de trofozoito de este parasito[22]. Asi mismo, las dermaseptinas S4 y S3 aisladas
del género Phyllomedusa se evaluaron sobre P. falciparum resistente a
hidroxicloroquina, dando como resultado en un ICsp de 1,5 uM y 2 uM respectivamente
[23]. Por otro lado, investigaciones en la dermaseptina SO1 proveniente de la especie
Phyllomedusa oreades mostré efecto antiparasitario contra Trypanosoma cruzi, al
reducir la poblacidon a un nivel casi indetectable a una concentracién de ~ 6 uM en la
etapa de tripomastigote del parasito [24]. Otro estudio similar ha demostrado que la
dermaseptina sl aislada de la especie Phyllomedusa sauvagii pose actividad contra
Leishmania amazonensis y Leishmania donovani con un ICso de > 20 uM en la etapa de

amastigotes en ambas especies [25].



1.1.2 Cruziohyla calcarifer

Cruziohyla calcarifer es una especie perteneciente a la familia Phyllomedusidae
conocida como “rana de arbol esplendida” (Figura 1). Esta especie se distribuye a lo largo
de las costas del Caribe, desde Nicaragua, Honduras, Costa Rica, Panamad hasta Ecuador.
En Ecuador, esta especie habita en el bosque Himedo Tropical del Chocé y el Bosque
Piemontano Occidental en la provincia de Esmeraldas [26,5]. Esta rana es arbdrea y se
caracteriza por tener discos expandidos al final de los dedos, pupilas verticales, calcares
prominentes en sus talones y coloracion ventral anaranjado brillante. Esta especie es de
tamafio pequefio a medio con cuerpo alargado, es nocturna asociada al dosel de los
arboles primarios por lo cual, es dificil encontrarla, y su reproduccién ocurre en épocas

lluviosas en los meses de marzo a octubre [26].

Figura 1. Espécimen de Cruziohyla calcarifer. Ron SR. bioweb.bio

La especie Cruziohyla calcarifer ocurre en zonas restringidas y su poblacién se encuentra
en disminucién [27]. Un ejemplo de esto es que La Global Biodiversity Information
Facility (GBIF) ha registrado 105 especimenes de Cruziohyla calcarifer hasta el afio 2018
en las costas del Caribe de las cuales 34 especies pertenecen a Ecuador [28]. Por otro
lado, en el Museo de Zoologia QCAZ del Ecuador se registraron 45 especimenes hasta el
afio 2007 [26]. Por estos motivos, su categoria de Preocupacidn Menor estd siendo
evaluada por la UICN (Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) [29] y
en Ecuador es catalogada como casi amenazada en la Lista Roja de Anfibios del Ecuador

[27].



1.1.3 Cruziohyla calcarifer: fuente potencial de péptidos

antimicrobianos

Cruziohyla calcarifer es una especie perteneciente a la familia Phyllomedusidae que ha
demostrado actividad antimicrobiana y presencia de péptidos en la secrecién de su piel
[30, 31, 5]. La actividad antimicrobiana se presentd en secreciones de la piel con altas
concentraciones proteicas contra bacterias como Shigella sp, E. coli, Bacillus subtilis y
estreptococos [30]. En cuanto a la presencia de péptidos, se ha identificado y aislado
nueve péptidos como son: medusina CC1, filoquinina CC, PR CC1, péptidos largos alfa
helicoidales, filoseptina-CC1, plasticinas-CC1 y CC2, triptofilina CcT2, cruzioseptina y
dermaseptina CC1. De las cuales la dermaseptina CC1 fue la primer dermaseptina aislada

para C. calcarifer [30, 31, 32].

Se encontrdé que esta dermaseptina identificada por Proafio (2016) posee similitud con
tres especies de anfibios de dos géneros diferentes y contiene potencial antimicrobiano.
En la dermaseptina CCl se identific6 un 86 % de similitud péptidos como son:
dermaseptin sVI, adenoregulina y con péptidos relacionados con dermaseptinas que
corresponden a las especies de Phyllomedusa sauvagii, Agalychnis dacnicolor y

Phyllomedusa bicolor respectivamente [31].
1.2 Planteamiento del problema a investigar

La resistencia bacteriana es la adaptacidn de las bacterias para crecer en presencia de
los antibidticos y constituye una amenaza para la salud mundial [33]. En los paises con
ingresos medios y bajos las enfermedades infecciosas bacterianas representan el 60 %
de las causas de muerte, incrementando el uso de antibidticos y consecuente la
resistencia de los mismos [34]. En el aifio 2015, en el mundo murieron aproximadamente
70000 personas debido a enfermedades causadas por la resistencia a antibidticos y para
el aino 2050 se estima que estas cifras se incrementen a diez millones de muertes al afio
[35]. En cuanto a Ecuador, desde el afio 2010 al 2018 se registraron 55 104 casos
hospitalarios por resistencia bacteriana [36] que incluian patégenos como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa sefaladas por la

OMS como prioritarios [33]. En este mismo afio en el pais, la resistencia bacteriana se
5



incrementd en un 33 % en comparacion con el afno 2017 [37]. Actualmente, en Ecuador
las enfermedades infecciosas representan la quinta causa de muerte, de las cuales la
mas representativa es la neumonia bacteriana seguida de enfermedades virales como
la influenza [38]. Asi, en el pais las terapias disponibles para combatir la resistencia
bacteriana son escasas y la infraestructura para realizar analisis microbioldgicos para
identificar estos patdégenos es inadecuada [39]; afadido a esto las desigualdades
sociales y econdmicas contribuye al uso indebido y excesivo de los antibidticos que

aumentan la resistencia bacteriana en el pais [33, 37, 40].
1.3 Justificacion de la investigacion

La resistencia bacteriana constituye un problema de atencién prioritaria en los paises en
vias de desarrollo donde el desconocimiento y desigualdades sociales incrementan la
resistencia bacteriana en la poblacién [40]. Para combatir esta problematica se han
desarrollado algunas soluciones como son la combinacién de antibidticos y la creacién
de antibidticos ultima generacion, los cuales se emplean para combatir las bacterias
cuando los antibidticos convencionales no dan resultado [41]. Sin embargo, las
bacterias contintan desarrollando resistencia, por lo cual es necesario buscar soluciones
alternativas. Es asi que para combatir esta resistencia bacteriana una nueva opcidn seria
la implementacion de péptidos antimicrobianos [9]. Estos péptidos antimicrobianos son
capaces de destruir o penetrar la membrana bacteriana rdpidamente en comparacién
con los antibidticos que necesitan de tiempos mas prolongados para poder actuar [18].
Ademas, la actividad biolégica de estos péptidos se basa en las propiedades
fisicoquimicas lo que hace que desarrollar resistencia en las bacterias sea mas dificil, lo
que no ocurre con los antibidticos [18]. Estos motivos hacen que los péptidos sean
ideales como una nueva opcidn para formular antibidticos [9, 2, 18]. Especialmente las
dermaseptinas de las cuales se ha comprobado anteriormente su amplio espectro para
combatir diferentes cepas bacterianas [2,18]. Asi, la dermaseptina CC1 aislada de Ila
especie Cruziohyla calcarifer por Proafio (2016) se convierte en una nueva opcion para
combatir la resistencia bacteriana debido a que en base a las propiedades fisicoquimicas

se estimdé que la dermaseptina CC1 conforma una alfa hélice anfipatica que como



consecuencia permitiria la actividad antimicrobiana (Figura 2), siendo necesario

corroborar esta actividad bioldgica en nuevas investigaciones [31].
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Figura 2. Interaccion del péptido a-hélice anfipatico con la membrana plasmatica bacteriana. A: El péptido
cargado positivamente en su cara polar interactia con la membrana plasmatica cargada negativamente
por los fosfolipidos. B: El péptido ocasiona perdida de la integridad de la membrana que posteriormente
puede llevar a la muerte bacteriana. Adaptada en base a la informacidn descrita por Bartels EJH, Dekker
D, Amiche M (2019) [9].

1.4 Objetivos de la investigacion
1.4.2 Objetivo general
e Caracterizar funcionalmente al péptido sintético dermaseptina CC1 proveniente
de la secrecion de la piel de la rana Cruziohyla calcarifer
1.4.3 Objetivos especificos
e Determinar la concentracién inhibitoria y bactericida minima del péptido
dermaseptina CC1 contra cepas ATTC de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
y Candida albicans vy aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa
e Evaluar la toxicidad del péptido sintético mediante un ensayo hemolitico

e Analizar la secuencia de la dermaseptina-CC1 empleando herramientas

bioinformaticas.



CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Analisis bioinformaticos

La secuencia del péptido dermaseptina CC1 se compard con la base de datos del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI) empleando la herramienta de
Blast/n y Blast/p. Se analizo la secuencia de nucledtidos y se realizé la prediccion de la
estructura secundaria se realizd usando SOPMA vy PSlpred. Las propiedades
fisicoquimicas del péptido se calcularon usando HeliQuest y Peptide property calculator

v.3.1.
2.2 Produccion de dermasetina-CC1 sintética

El péptido dermaseptina-CC1 (DMS-CC1),
GLWSIIKTVGKLAAKEAAKAAGKAALNTVAEKVNE GEK-amida, en base a la informacion
prevista por Proano (2016), fue sintetizado previamente mediante la técnica de sintesis
en fase sdélida con el grupo protector Fmoc, usando un sintetizador automatico de
péptidos (Liberty Blue, CEM). Para sintetizar 0,1 mmol del péptido se utiliz6 0,526 g de
resina Fmoc Rink Amide LL (ProTide), N, N -dimetilformamida (DMF) como solvente
principal y piperidina al 20 % como solvente de desproteccion. En el acoplamiento de
aminodcidos se usé 1.0 M de Oxima y 1.0 M de N, N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) como
activadores y cada aminoacido en concentracidon de 0.2 M. Concluida la sintesis fue
necesaria una fase de clivaje en donde se separe la cadena peptidica de la resina,
utilizando 5 mL de una solucién de acido trifluoroacético (TFA) (92.5 %),
triisopropilsilano (TIPS) (2.5 %), 3,6-dioxa-1,8-octaneditiol (DODT) (2.5 %) y agua (2.5
%). A continuacion, se afiadid 20 mL de dietil éter frio y se precipitd el péptido durante
24 h a -20 °C. Seguido a esto se centrifugd el péptido a 2000rpm durante 10 min, se
descarté la fase liquida, se anadié 15 mL de dietil éter frio, se homogenizd la mezcla, y
se repitid todo el procedimiento de lavado tres veces. Se dejé secar el péptido durante
toda la noche para luego ser disuelto utilizando acido acético al 10 %. Finalmente el
péptido fue liofilizado y almacenado a -20°C. La pureza del péptido sintético se evalué
mediante HPLC en fase reversa y se confirmé la masa del péptido empleando MALDI-

TOF MS.



2.3 Purificacion del péptido por cromatografia FLASH

Se disolvieron 10 mg del péptido en 1 mL de soluciéon A (99,90 % H,O + 0,1 % acido
trifluoroacético v/v) y se mezcld por vortex. Se filtré a través de una membrana de 0,45
um y se inyectaron 800 puL empleando un cartucho Buchi Flash Pure, C18, 4 g (12.3x6
mm) para la cromatografia FLASH. Se usé un gradiente de elucién de 10 % a 100 % de la
solucién B (99,90 % acetonitrilo + TFA 0,1 % v/v) por 60 minutos con un flujo de 2,5
mL/min. La deteccion se realizé a una longitud de onda de 214 a 280 nm. Las fracciones

se colectaron en tubos de vidrio de 5 mL.
2.4 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Se colocd 1 pL de matriz CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) en la placa de
MALDITOF de 48 pocillos y se dejé secar. Luego se adiciond 2 ulL de las fracciones
obtenidas mediante cromatografia FLASH y se situd la placa en el espectrometro de

masas MALDITOF con un rango de 1000 a 4500 Da en modo reflectron.
2.5 Confirmacion de pureza del péptido con HPLC de fase reversa

Se disolvié 0,5 mg del péptido sintético en 500 plL de solucién A (99,95 % H20+0,05 %
acido trifluoroacético v/v) y mezcld por vortex. Se filtré a través de una membrana de
0,22 pum y se us6 50 uL para el HPLC de fase reversa empleando una columna analitica
Jupiter 5um, C-18, 300 A (4.6 x 250 nm). Se utilizd un gradiente de elucién de 10 % a 100
% de la solucion B (99,95 % acetonitrilo+TFA 0,05 % v/v) por 65 minutos con un flujo de

1 mL/min. La deteccion se realizé a una longitud de onda de 214 a 280 nm.
2.6 Determinacién de Concentracion inhibitoria minima (MIC)

Se determind la concentracibn minima inhibitoria para las bacterias
S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 vy la levadura C. albicans ATCC 10231; y los
aislados clinicos resistentes a ampicilina de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. Se realizaron diluciones seriadas del péptido DMS CC1 en dimetilsulféxido
(DMSO) para obtener concentraciones de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 x 102 mg/L.
Cada microorganismo en su fase logaritmica se diluyo y se alcanzé 1x10°® (UFC)/mL para
bacterias y 1x10° (UFC)/mL para levaduras. Seguido se colocé 2 pL de cada dilucion del
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péptido y 198 uL del microorganismo en una placa estéril de 96 pocillos. Como control
positivo se empled 2 uL de DMSO en 198 pL del microorganismo y como control negativo
200 pL de caldo Mueller Hinton Broth (MHB). Se realizd 5 réplicas para cada
concentracion del péptido y dos repeticiones del experimento para confirmar los
resultados. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 h para promover el crecimiento
de los microorganismos y se leyd la absorbancia a 550 nm en el lector de placas ELISA

GloMax (Promega).
2.7 Ensayo de hemalisis

Se empled eritrocitos humanos, grupo sanguineo B+, para determinar la actividad
hemolitica del péptido DMS CC1. Se lavaron los eritrocitos con tampdn fosfato salino
(PBS) y se diluyé con PBS para obtener una suspension del 4 %. Se realizaron diluciones
seriadas del péptido DMS CC1 en PBS para obtener las mismas concentraciones
empleadas en el ensayo MIC. Realizadas estas diluciones se colocaron 200 uL de la
suspension al 4 % mas 200 uL de las diluciones del péptido a cada concentracién. Como
control positivo se colocd 200 uL de la solucién de eritrocitos al 4 %, 95 puL de PBS 1xy 5
pL de Triton X-100. Como control negativo 200 L de PBS 1x mds 200 uL de solucién de
eritrocitos. Se realizaron 5 réplicas para cada concentracién del péptido, dos
repeticiones del experimento para confirmar los resultados y se incubé a 37 °C por 120
minutos. Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm y se transfirieron 200 uL del
sobrenadante a una placa estéril de 96 pocillos. Posteriormente, se midio la lisis de los
eritrocitos en un lector de placas GloMax (Promega) a una absorbancia de 570 nm. El

porcentaje de hemdlisis se calculd segun la siguiente formula:

% de heméliss = (Ef_—'il")) x 100
X~ 0

Donde:
A: OD de la concentracion de la dilucion del péptido
Ao: OD Control negativo

Ax: OD Control positivo
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CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Analisis Bioinformaticos

Las propiedades fisico quimicas del péptido dermaseptina CC1 se predijeron usando
Peptide property calculator v.3.1, SOPMA y HeliQuest. Los valores de hidrofobicidad
fueron calculados usando HeliQuest, siendo la hidrofobicidad de 0,253 con un momento

hidrofébico de 0,072 y una carga neta de +3 (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisico quimicas del péptido sintético dermaseptina CC1.

Secuencia GLWSIIKTVGKLAAKEAAKAAGKAALNTVAEKVNE
Numero de aminodcidos 35
Masa tedrica en Dalton 3549,0405
% de aminoacidos basicos 17,14
% de aminodcidos neutros 22,86
% de aminoacidos acidos 8,57

% de aminoacidos hidrofébicos 51,43
Carga netaz 3

% de hélice alfa 97,14
Hidrofobicidad H 0,252
Momento hidrofébico pH 0,07244

El porcentaje de residuos hidrofébicos del péptido DMS-CC1 se identificé usando
Peptide property calculator v.3.1 siendo 51, 43 %, asi mismo con el software HeliQuest
se realizé una prediccion de rueda helicoidal en la cual se puede observar sus
caracteristicas anfipaticas (Figura 3). En cuanto a la estructura secundaria, mediante
SOPMA se encontré que el 97, 14 % de los aminoacidos del péptido DMS-CC1 conforman

una a-hélice, informacién acorde con la prediccion de PSlpred (Figura 4).
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Figura 3. Prediccion de rueda helicoidal del péptido
sintético DMS-CC1. Los residuos hidrofébicos/ no polares
estan en amarillo y los residuos polares en azul (basico) y
rojo (acido). La flecha indica el momento hidrofébico neto.

10 20 30
1 G LWSI I KTVGKLAAKEAAKAAGKAA|IL NTVAEIKVNE 35
10 20 30

Helix Coil

Figura 4. Prediccion de la estructura secundaria del péptido DMS-CC1 mediante PSlpred. Los residuos
de color rosado representan la formacién de un a-hélice en la secuencia y el color gris los residuos que
no tienen una conformacién definida.

Asi mismo, se compard la secuencia de nucledtidos del péptido dermaseptina CC1 en la
base de datos NCBI (Blast/n nucleétido-nucleétido) la cual arrojo un total de 65
secuencias de péptidos que compartian similitud, de estas se escogieron las 5 primeras
secuencias (Tabla 2) de las cuales la dermaseptina PD2 (DMS-PD-2) correspondiente a la
especie Pachymedusa dacnicolor obtuvo el valor E mas alto (9e-102) con una cobertura
y porcentaje de identidad de 95 % y 86,76 % respectivamente. En cuanto a la base de
datos Uniprot se usoé la herramienta Blastn (nucleotido-ntcleotido) que arrojo 250
resultados, de estos se escogieron los 10 primeros (Tabla 3) de las cuales la
dermaseptina B2 (DMS-B2) perteneciente a la especie Phyllomedusa bicolor obtuvo el

valor E mas alto (1.9 e-45) con un porcentaje de identidad del 85 %.
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Tabla 2. Comparacién de la secuencia de nucledtidos de DMS-CC1 con otros péptidos pertenecientes a la familia dermaseptina de acuerdo a BLAST/n (nucleétido-
nucledtido).

Péptido Alineamiento de la secuencia del péptido DMS-CC1

1 Péptido sefial 50

DMS-CC1 ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTTCTTGGATTGGT
DMS-PD-
DMS-PD-
DMS-AA-
DMS-CA-

DMS-B4

(@]
(@]

51 66 Espacio acidico
DMS-CC1 CTCCCTTTCTATCTGTGAAGAAGAGAAAAGAGAA AT AAGA
DMS-PD-
DMS-PD-
3-3 LT s e
DMS-AA-
3-6 .. T
DMS-CA-
1 T. . T.

DMS-B4 G. . T . . . .. s
101 135 Péptido maduro 150

DMS-CC1 CAAGAAGATGATGA CAAAGTGAA AAGAGAG TGTGGAGTA A
DMS-PD-

2 - B O
DMS-PD-

3-3 . B C
DMS-AA-

3-6 e T
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DMS-CA-
1

DMS-B4

151
[

DMS-CC1 AT AAAA T A AAA GIC AG AAAG
DMS-PD-
DMS-PD-
DMS-AA-
36 . .
DMS-CA-
240 Stop 250
AITT

DMS-B4 -- - - B

DMS-CC1 AAAGCGGETTTA T CTGA TAAATGAAGGAGAGAAAT
DMS-PD-

2 AL . o R
DMS-PD-

33 AL . o .- - - - ... ... c...
DMS-AA-

3-6 AL . o R
DMS-CA-

DMS-B4 .....n. R ... . o S ¢ B c R R

251 300
DMS-CC1 AAAGTTAA- GAAAATGTAAAATTGAATTGCTCTAAGGAGTAAAATTATTCA
DMS-PD-

2 G. . ... . .-, Cc000 G AL C
DMS-PD-
3-3 G. . ... .. .-, Cco 000G ALCL
DMS-AA-
3-6 .G s A e A
DMS-CA-
1 e . .. s T AAL L0000 CLoC
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DMS-B4 o AL L L - s AL e

301 350
DMS-CC1 ATAATTTT- GCCAAACCTATATTAAAGCATATTAAACTAAAAAAAAAAAA
DMS-PD-

2 .. 6. C. G. -. ... ..TTC.. ... ...-0G6CA. . -.....06.

DMS-PD-

3-3 .. G. .. GA- ... .. .T.C. . ... ..GCACA. . . . . . ..G. . e

DMS-AA-

3-6 ... G. .. G. - . ... TLoCL 0L s AL G e

DMS-CA-

DMS-B4 e C 1 C T C A € R T T
351 #Acceso Especie

DMS-CC1 AAAAAAAAAAAAA Cruziohyla calcarifer

DMS-PD-

2 . . . . . . = = = - - - - LN890479.1 Pachymedusa dacnicolor

DMS-PD-

3-3 - - - - - - - - - - - - - AO05191.1 Pachymedusa dacnicolor

DMS-AA-

3-6 - - - - - - - - - - - - - AJOO5188.1 Agalychnis annae

DMS-CA-

1 . .« o« . . . . . . . . . MF955847.1 Phyllomedusa camba

DMS-B4 - - - - - - - - - - - - - Y16565.1 Phyllomedusa bicolor

.= Aminodacidos conservados, - = Gaps, Subrayado substituciones sindnimas O, substituciones no sindnimas @.
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Tabla 3. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de DMS-CC1 con otros péptidos pertenecientes a la familia dermaseptina de acuerdo a

BLAST/p (proteina-proteina) en la base de datos UniProt.

#Acceso Péptido Especie
1 Péptido seiial 22
DMS-CC1 Cruziohyla calcarifer M A F L KKSLFLVLFLGL VSL |
P31107 DMS-B2 Phyllomedusa bicolor
B6HY15 Adenoregulina Agalychnis callidryas L
Q7T3K9 DMS-S6 Phyllomedusa sauvagei D | F ol
Q90ZK3 DMS-B7 Phyllomedusa bicolor S
093453 DMS-DA3 Agalychnis dacnicolor
093226 DMS-AS5 Agalychnis annae
Q90ZK5 DMS-B8 Phyllomedusa bicolor
Q1EJP5 DMS-H4 Pithecopus azureus M M
J7H8J4 DMS-1 Pithecopus nordestinus A M
Pithecopus
P84596 DMS-H3 hypochondrialis M
23 Espaciador acidico 44
DMS-CC1 Cruziohyla calcarifer E E E K REHEDTEETEOQETDDDAQS E
P31107 DMS-B2 Phyllomedusa bicolor N E M
B6HY15 Adenoregulina Agalychnis callidryas N E M
Q7T3K9 DMS-S6 Phyllomedusa sauvagei N D E
Q90ZK3 DMS-B7 Phyllomedusa bicolor N E . M
093453 DMS-DA3 Agalychnis dacnicolor - N E .
093226 DMS-A5 Agalychnis annae N E . M
Q90ZK5 DMS-B8 Phyllomedusa bicolor N E . M
Q1EJP5 DMS-H4 Pithecopus azureus N A K E . M
J7H8J4 DMS-1 Pithecopus nordestinus N G E . M
Pithecopus
P84596 DMS-H3 hypochondrialis N L E M
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P31107
B6HY15
Q7T3K9
Q90ZK3
093453
093226
Q90ZK5
Q1EJPS
J7H8)4

P84596

P31107
B6HY15
Q7T3K9
Q90ZK3
093453
093226
Q90ZK5
Q1EJP5
J7H8)4

P84596

. = aminodcidos conservados, *= codon stop, AGKAAL = motivo consen

DMS-CC1
DMS-B2
Adenoregulina
DMS-S6
DMS-B7
DMS-DA3
DMS-A5
DMS-B8
DMS-H4
DMS-1

DMS-H3

DMS-CC1
DMS-B2
Adenoregulina
DMS-S6
DMS-B7
DMS-DA3
DMS-A5
DMS-B8
DMS-H4
DMS-1

DMS-H3

Cruziohyla calcarifer
Phyllomedusa bicolor
Agalychnis callidryas
Phyllomedusa sauvagei
Phyllomedusa bicolor
Agalychnis dacnicolor
Agalychnis annae
Phyllomedusa bicolor
Pithecopus azureus
Pithecopus nordestinus
Pithecopus
hypochondrialis

Cruziohyla calcarifer
Phyllomedusa bicolor
Agalychnis callidryas
Phyllomedusa sauvagei
Phyllomedusa bicolor
Agalychnis dacnicolor
Agalychnis annae
Phyllomedusa bicolor
Pithecopus azureus
Pithecopus nordestinus
Pithecopus
hypochondrialis
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3.2 Sintesis y purificacion de dermaseptina CC1

Se obtuvo aproximadamente 189 mg de péptido sintético usando la técnica de sintesis
en fase sélida con el grupo protector FMOC con una pureza de 79 % (Figura 5), la cual
fue obtenida por el HPLC y una masa molecular de [M+H*] = 3549,1 Da obtenida
mediante MALDI-TOF MS (Figura 6).

DMS-CC1

2.70- Pureza: 79 %
> 1 20.]
2 1.80:

0.90-:

0.00- | : . . , | : : : : :

18.00 24.00 30.00
Minutos

Figura 5. Pureza de la dermaseptina CC1 sintetizada evaluada mediante HPLC. En el eje X se encuentra
el tiempo de retencion en minutos del péptido. En el eje Y se encuentra la absorbancia (AU) a una
longitud de onda de 214 a 280 nm.

%Int.
DMS-CC1 —— 3549.1
100
50
3570.9
0
3200 3400 3600 3800
m/z

Figura 6. Analisis de masas del producto de sintesis del péptido dermaseptina-CC1 obtenido
mediante MALDI-TOF MS. La masa molecular 3570.9 representa la formacion de un aducto de
sodio.

En cuanto a la purificacién del péptido, por cromatografia FLASH se obtuvieron 38,23
mg de péptido puro con una pureza de 99,9 % evaluada por HPLC (Figura 7) y una masa

molecular de [M+H*] = 3549,4 Da obtenida mediante MALDI-TOF MS (Figura 8).
18



DMS-CC1

1.80- Pureza: 99.9 %

1.20-
"
I
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0.00
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15.00 22.50 30.00
Minutos

Figura 7. Pureza de la dermaseptina CC1 purificada por cromatografia FLASH. En el eje X se
encuentra el tiempo de retencién en minutos del péptido. En el eje Y se encuentra la absorbancia
(AU) a una longitud de onda de 214 a 280 nm.

%Int.
35494
100
50
3570.3
0
2000 2500 3000 3500 4000 4500

m/z

Figura 8. Andlisis de masas del péptido puro dermaseptina-CC1 obtenido mediante MALDI-TOF MS. La
masa molecular 3570.3 representa la formacién de un aducto de sodio.

3.3 Determinacion de la concentracidn inhibitoria minima (MIC)

El péptido sintético dermaseptina CC1 con 99,9 % de pureza mostré un espectro de
actividad antimicrobiana amplio contra los microorganismos usados en el ensayo con
una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 2,25 uM contra E. coli, 9,02 uM contra K.
pneumoniae y P. aeruginosa, 36,07 uM contra C. albicans y 72,13 uM contra S. aureus
(Figura 9). En cuanto a la concentracion bactericida minima (MBC) del péptido DMS-CC1,
este mostro 4,51 uM contra E. coli, 9,02 uM contra K. pneumoniae y > 144,26 uM contra

S. aureus, C. albicans y P. aeruginosa.
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Figura 9. MIC de la dermaseptina CC1 contra S.aureus, E.coli, C.albicans, K.pneumoniae
y P. aeruginosa. MHB (Mueller Hinton Broth) corresponde al control negativo y DMSO
(Dimetilsulfoxido) al control positivo.

3.4 Hemalisis

Se mostro actividad hemolitica para las cuatro primeras diluciones del péptido como son
144,26 uM (512 mg/L), 72,14 uM (256 mg/L), 36,07 uM (128 mg/L) y 18,03 uM (64 mg/L)
con un porcentaje de hemolisis de 52, 19, 4 y 1 % respectivamente (Figura 10).

1 100%
100 =
- ]
& .
m -
D i 51,8%
o 50+ =
E -
) o
I o
N 19,4%
| 4,3%
- 1,3% 0%
0= N W N W O -

T IR LR P B\ R ¥f
OB P W g g2 0 @ P
1° N QY o v N QT
P AV AT N

Concentracion del péptido uM (mg/L)

Figura 10. Actividad hemolitica del péptido sintético DMS-CC1. 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 hemolisis para cada concentracion y controles.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Analisis bioinformaticos

Los resultados de Blast/n muestran que la dermaseptina CC1 de la especie C. calcarifer
comparte 86,76 % de identidad con la dermaseptina PD-2, perteneciente a la especie
Pachymedusa dacnicolor. Como se esperaba, al comparar estas dos secuencias se
evidencio que tanto el péptido sefial como la regién acidica poseen sitios conservados y
el péptido maduro sitios variables con 12 sustituciones no sinénimas. En este sentido,
recordando que el péptido maduro es el que interactia con los microrganismos, las
sustituciones no sindnimas, que cambian un aminoacido por otro, representan una
mejora para algunas propiedades fisicoquimicas como lo es la carga neta positiva que

interfiere en la actividad antimicrobiana [42].

En cuanto a los resultados de Blast/p la secuencia de aminoacidos de la dermasaeptina-
CC1 alcanzé el 85 % de identidad con la dermaseptina B2 perteneciente a la especie
Phyllomedusa bicolor. Esta comparacion provee informacion de las caracteristicas que
comparten los péptidos pertenecientes a la familia de las Dermaseptinas, asi la
dermaseptina CC1 posee un triptéfano conservado (W) en la tercera posicién y un
motivo consenso conservado (AGKAAL) en la regidon media del péptido maduro [3]. En
base a las similitudes compartidas tanto de la secuencia de nucledtidos como de
aminodcidos se puede evidenciar que la dermaseptina CC1 identificada por Proafio
(2016) forma parte de la familia de las dermaseptinas pero que no es idéntica a ninguna

otra, siendo este el primer reporte [31].

4.2 Propiedades fisicoquimicas y actividad antimicrobiana de la

dermaseptina CC1

Los péptidos antimicrobianos identificados en especies de anfibios son altamente
variados en la longitud de la secuencia, estructura, propiedades fisicoquimicas y funcién
tanto en especies distantes como relacionadas entre si [42], por lo cual, relacionar estas
caracteristicas con la actividad antimicrobiana es complejo. Sin embargo, hay

caracteristicas que para la familia de las dermaseptinas son de mayor importancia para
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la actividad antimicrobiana como son: poseer carga catidnica, tener anfipaticidad y

poseer una conformacion a-hélice en su estructura [43, 44].

La cationicidad es una caracteristica fisicoquimica principal para la actividad
antimicrobiana, usualmente los péptidos con caracteristicas antimicrobianas poseen
carga neta entre +3 y +9 que les permite interaccionar con las membranas cargadas
negativamente (45, 46). Esta carga negativa de las bacterias permite una interaccién con
el péptido con carga positiva, lo que da lugar a la desintegracién de la membrana celular
y altera las actividades fisiolégicas de la bacteria actuando ya sea con actividad

bactericida o bacteriostatica [47,35].

En este caso, la dermaseptina CC1 posee una carga neta +3 que le proporciond actividad
antimicrobiana para bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras. El hecho de
que actué en ambas clases de bacterias se puede explicar debido a la carga negativa de
la membrana bacteriana, ya sea por la presencia de lipopolisacdridos en la membrana
externa de las Gram negativas o por el acido teicoico de la pared externa de las Gram
positivas [48]. En cuanto a las levaduras, estas también poseen una membrana con carga
negativa compuesta principalmente por fosfatidilinositol y el acido fosfatidico que

permiten la interaccidon con el péptido cargado positivamente [45, 46, 49].

Por otro lado, como se esperaba la dermaseptina CC1l tuvo mayor actividad
antibacteriana para las bacterias Gram negativas (E. coli, K. pneumoniae y P.
aeruginosa). Esta selectividad del péptido se puede inferir que se da por la composicién
de la pared bacteriana. En este caso la pared de las bacterias Gram-negativas poseen
una membrana externa con lipopolisacdridos (carga negativa), periplasma con
oligosacdridos (carga negativa), la pared de peptidoglicanos y la membrana interna [50].
Asi, en este caso el péptido catidnico interactia con los lipopolisacaridos y desplaza a
los iones de Mg * que usualmente neutralizan parcialmente la carga negativa de la
bacteria [51]. Al hacer esto los lipopolisacaridos cargados mas negativamente permiten
que el péptido neutralice la carga en un parche de la membrana externa lo que crea
aberturas en la misma y permiten la entrada del péptido [52]. Una vez que el péptido

ingresa a la membrana citoplasmatica, interacciona con esta ya que posee carga
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negativa en su superficie, esta segunda interaccidon permite la insercion del péptido y el

consecuente dafio a la membrana (Figura 11) [52].

Al oo st £ o
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externa
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Cargas Cargas
Peptido a-helice Lipopolisacarido Fosfolipidos negativas positivas

Figura 11. Mecanismo de accién de las dermaseptinas sobre las bacterias Gram negativas. A: El péptido
cationico interacciona con la membrana externa bacteriana que contiene lipopolisacaridos (LPS) e iones
de Mg ?*. B: El péptido desplaza los iones de Mg ?* e interacciona con los LPS cargados negativamente
neutralizando la carga a través de un parche en la membrana externa generando una abertura que
permite el ingreso del péptido a la membrana interna. C: El péptido interacciona con la membrana
citoplasmatica y D: causa dafio en la membrana al interaccionar con los fosfolipidos [52]. Adaptada de
Hancock (2001).

En cuanto a la conformacidn a-hélice en el péptido, esta es importante en los péptidos
antimicrobianos ya que esta se vuelve estable al entrar en contacto con la bicapa lipidica
de las bacterias [47, 53]. Afadido a esto, es primordial que la a-hélice sea anfipatica, es
decir que posea un extremo hidrofébico y otro hidrofilico [53,54]. El péptido al poseer
un extremo hidrofilico puede unirse con la superficie acuosa de la membrana bacteriana
y el extremo hidrofdbico unirse en la superficie no polar de la membrana interna
bacteriana [54]. En el caso de la dermaseptina CC1, esta cumple con las caracteristicas
previamente descritas, debido a que conforma una estructura a-hélice en un 97 % de
sus residuos y es anfipatica con un 51 % de residuos hidrofébicos como (Val) V, (Ala) A,

(lle) I, (Leu) Ly (Trp) W que aseguran alta afinidad por la membrana [55].
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4.3 Toxicidad de la dermaseptina CC1

La actividad hemolitica se emplea para evaluar la toxicidad de los péptidos
antimicrobianos sobre las células de los mamiferos, por lo cual esta actividad debe ser
baja o nula cuando un péptido es un candidato terapéutico [55]. En esta investigacion la
dermaseptina CC1 no mostré hemolisis para las concentraciones de MIC para E. coli
(2,25 uM) , K. pneumoniae (9,02 uM) vy P. aeruginosa (9,02 uM) ; mientras que para el
MICde S. aureus (72,13 uM) y C. albicans (36,07 uM) tuvo porcentajes bajos de hemdlisis
siendo 19,4 % y 4,3 %, respectivamente. Este bajo porcentaje de hemdlisis se da debido
a la composicién de la membrana de las células eucariotas [46]. Los glébulos rojos
poseen una membrana externa compuesta principalmente por fosfatidilcolina
zwitteridnica, esfingomielina y fosfatidiletanolamina que no poseen carga; mientras que
en la membrana interna se encuentran lipidos como la fosfatidilserina y fosfatidilinositol
lo cuales poseen carga negativa. Asi, esta organizacion con cargas expuestas hacia el
interior impiden que los péptidos antimicrobianos interactien fuertemente con las

células eucariotas [46].

Estas caracteristicas fisicoquimicas y actividad biolégica se evidenciaron en la
dermaseptina B2 la cual fue la dermaseptina con mas porcentaje de identidad en cuanto
a secuencia nucleotidica. Este péptido mostré actividad antibacterial para bacterias
Gram negativas con un MIC de 0,8 uM para E. coli y 3.1 uM para P. aeruginosa; y
bacterias Gram positivas con un MIC de 0,7 uM para S.aureus, sin presentar hemdlisis
en eritrocitos de ratas [56]. En cuanto a la dermaseptina PD-2 que mostré mayor
similitud en la secuencia de aminoacidos, esta presento un MIC de 5 uM tanto para E.coli
como S.aureus y 10,1 uM para la levadura C. albicans; sin presentar actividad hemolitica
en eritrocitos de caballo [57]. Las dos dermaseptinas, tanto la dermaseptina B2 como
PD-2 poseen una estructura alfa hélice anfipatica en un 100 % de su secuencia y son
catidnicas, ademdas en ambos estudios no se mostré selectividad entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas [56,57]. Al comparar estos valores con la dermaseptina CC1
del presente estudio se tiene un MIC con 2,25 uM para E. coli, 72.13 uM para S. aureus
y 36,07 uM para C. albicans; con baja hemolisis en eritrocitos humanos y diferencias de

selectividad hacia estos microorganismos.
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En cuanto a las bacterias resistentes a ampicilina empleadas en esta investigacion, K.
pneumoniae y P. aeruginosa, solo se encontré estudios relacionados a la dermaseptina
PD-2 en especies no resistentes. En la dermaseptina PD-2 se ha descrito un MIC de 8 uM
para P. aeruginosa (Gram-negativa) y 32 uM para K. pneumoniae (Gram negativa), al
comparar estos valores con la dermaseptina CC1 se tiene un MIC de 9,02 uM para
ambas bacterias [58]. Referente a estas dos bacterias se ha descrito que son especies
gue tienden a secretar una matriz extracelular que limita la actividad de los péptidos
antimicrobianos, por lo que se podria inferir que la dermaseptina CC1 es capaz de

superar esta barrera y dafiar la membrana bacteriana [19].

Los datos anteriores permiten identificar a la dermaseptina CC1 como un péptido
antimicrobiano con selectividad para las bacterias Gram negativas independientemente
de su resistencia a antibidticos. Por otro lado, es claro que las caracteristicas en los
péptidos que conforman una o-hélice anfipatica en su estructura y cationicidad influyen
en la actividad antimicrobiana. Ademas también se puede inferir que esta dermaseptina
presenta un rango bajo de toxicidad comparable con los péptidos dermaseptina PD-2 y
B2, sin embargo, es necesario aclarar que en los métodos empleados y la diferencia en
los eritrocitos en estos ensayos de hemolisis difieren en relacion a la dermaseptina CC1
gue emplea eritrocitos humanos; debido a que aunque sean células provenientes de
mamiferos se ha demostrado que la hemdlisis de los péptido difieren en relacion a los

eritrocitos de cada especie [55, 59].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En esta tesis se reporta la dermaseptina CC1 como un péptido perteneciente a la familia
de las dermaseptinas con un porcentaje de similitud de 86 % a través de Blast, y con la
organizacién estructural de su precursor: un péptido sefial y espacio acidico
conservados; y un péptido maduro con el triptéfano en la tercera posiciéon y un motivo

consenso conservado (AGKAAL) en la regién media.

Los ensayos empleados en este estudio mostraron actividad contra bacterias Gram
positivas, Gram negativas y patdgenos fungicos representados por un MIC de 2,25 uM
contra E. coli, 9,02 uM contra K. pneumoniae y P. aeruginosa, 36,07 uM contra C.
albicans y 72,13 uM contra S. aureus. Ademas de presentar un MBC de 4,51 uM contra
E. coli, 9,02 uM contra K. pneumoniae y >144,26 uM contra S. aureus, C. albicans y P.
aeruginosa. En cuanto a la toxicidad, este péptido no fue hemolitico para la
concentracion donde se encontré MIC para las bacterias Gram-negativas y un
porcentaje bajo de hemolisis (4-19 %) para las concentraciones de MIC de S. aureus y C.

albicans.

Los resultados del andlisis de las propiedades fisicoquimicas muestran una a-hélice
anfipdtica, con un porcentaje de aminoacidos hidrofébicos mayor al 50 % con carga neta
+3, lo que sugiere que las caracteristicas fisicoquimicas deben tener una relacién
estrecha para que se dé el mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos, y en

este caso la dermaseptina CC1.

En este estudio se demuestra el potencial biomédico de la dermaseptina CC1 dentro del
problema emergente relacionado con la resistencia bacteriana a antibidticos. Las
caracteristicas fisicoquimicas de este péptido le brindan actividad biolégica contra
microrganismos patdégenos de importancia mundial como son E. coli, S. aureus, K.
pneumoniae, P. aeruginosa y C. albicans. Finalmente, con base en esta informacion seria
necesario enfocar nuevos estudios en evaluar esta actividad contra bacterias con
diferentes perfiles de resistencia, ademds de evaluar cémo las caracteristicas
fisicoquimicas de la dermaseptina CC1 le permiten especificidad frente a las bacterias

Gram negativas.
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