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ABSTRACT
Sequences of indolicidin and protegrin-4 were taken from the Data Bank of Nebraska

University, USA and were chemically synthesized without terminal amide and nor N
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terminal acetylation. Indolicidin and protegrin-4, consisting of 13 and 18-residue peptides,
respectively with 95% of purity. These peptides were tested to estimate their antimicrobial
effectiveness against Salmonella sp., Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis
using 1 x 10° cells/mL. Their effectiveness was determined by means of Colony Forming
Units (CFUs) after 1 hour of exposition at 20, 50 y 100 uM of every peptide and then were
estimated the specific death rate (Kd) and specific apparent growth rate (unet). These
kinetic parameters were used for modelling the extinction time and growth rate of the
strains bacteria tested in vitro conditions and the highest activity of both peptides was
observed against E. coli in every concentration tested. We conclude that modified
indolicidin and protegrin-4 have high antimicrobial activity almost similar to those of
previous reports.

Keywords: Antimicrobial peptides, kinetic data, Indolicidin, Protegrin-4, viability

RESUMEN

Se tomaron las secuencias de la indolicidina y protegrina-4 del banco de datos de la
Universidad de Nebraska, USA y se mandaron sintetizar a la empresa EZBiolab Co., pero
con la peculiaridad de que no cuentan con amidacion y acetilacion, estos péptidos consisten
de 13 y 18 residuos, respectivamente y con 95% de pureza. Estos se utilizaron para estimar
su actividad antimicrobiana contra una concentracion celular de 1 x 10° cels/mL de
Salmonella sp., Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis. La efectividad de los
antimicrobianos se cuantifico a través de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)
después de 1 hora de exposicion a 20, 50 y 100 uM de cada péptido y se estimo la
velocidad especifica de muerte (Kd) y la velocidad especifica de crecimiento aparente (pnet)
de las bacterias. Con los pardmetros cinéticos obtenidos se model6 el tiempo de extincion y
el crecimiento de las bacterias in vitro; la mayor actividad de ambos péptidos se observo
contra E. coli en todas las concentraciones probadas. Se concluye que la indolicidina y
protegrina-4 modificadas presentan una efectividad antimicrobiana similar a la reportada
por otros autores.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, datos cinéticos, indolicidina, protegrina-4,
viabilidad

1. INTRODUCCION

El uso excesivo de antibidticos con o sin prescripcion médica para tratar enfermedades
bacterianas se ha convertido en un desafio debido al desarrollo de microorganismos
patdgenos resistentes contra los antibidticos que son usados en varios campos de la
medicina (Bahar & Ren, 2013). Las bacterias patdgenas tienen varios mecanismos para
tolerar altas concentraciones de antibioticos (Aminov, 2009; Andersson et al., 2016), pero
cuando un antibiotico esta presente a bajas concentraciones, estas pueden tolerarlos a traves
de mecanismos de persistencia, tales como la respuesta SOS, hipermutacion, mutagénesis
directa o cambios en la recombinacidn intracromosomica y horizontal en la transferencia de
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genes (Rodriguez-Rojas et al., 2013). Los péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas
en inglés) representan una alternativa atractiva para reemplazar o ser utilizados como
tratamientos suplementarios con antibi6ticos tradicionales (Czyzewski et al., 2016); donde
estos péptidos son los principales componentes de la inmunidad innata y representan la
primera linea de defensa contra infecciones microbianas (Steinsrtaesser et al., 2009). Estas
moléculas son oligopéptidos que varian en el nimero de aminoacidos (desde cinco a mas de
cien) y tienen un amplio espectro de accion contra blancos especificos e incluyen virus,
bacterias, hongos y parasitos (Bahar & Ren, 2013). En términos generales, los AMPs
actlan especificamente contra cierto tipo de microorganismos (por ejemplo, bacterias u
hongos) (Hancock & Lehrer, 1998) y se pueden clasificar en cuatro grandes clases: B-
plegados, a-helicoidales, tipo bucles y péptidos extendidos (Hancock & Lehrer, 1998); los
péptidos de las dos primeras clases son los mas cominmente encontrados en la naturaleza.

Entre los péptidos tipo B-plegados, las protegrinas son los AMPs mas comunes y estos
consisten de péptidos cortos de entre 16 y 18 aminoacidos; ademas, dentro de su secuencia,
las protegrinas poseen seis residuos de arginina cargadas positivamente y cuatro residuos de
cisteina (Jang et al., 2007). La familia de las protegrinas incluye a cinco protegrinas de
porcino, las cuales han sido bien caracterizadas: PG-1 a PG-5 (Miyasaki et al., 1997). De
estas, la protegrina-4 consiste de 18 aminoacidos, se asume que su estructura quimica es
rigida y con configuracion tipo B-plegada, la cual le ayuda a estabilizar su estructura
molecular a través de dos puentes disulfuro (Mohanram & Bhattacharjya, 2014), estos se
encuentran desplegados entre los cuatro residuos de cisteina (Kandasamy & Larson, 2007).
La estructura quimica de la PG-1 consiste de dos secuencias antiparalelas tipo B-plegada,
donde esta unida por un bucle tipo 3, 6 de sus 18 aminoacidos son argininas; mientras que
la PG-2 no cuenta con dos aminoacidos carboxilados terminales resultando en un péptido
mas corto (16 amino&cidos) y con menor carga positiva; en la PG-3 se sustituye a la glicina
14 por la arginina. A diferencia de las otras protegrinas, PG-4 es menos polar, ademas,
dentro de la secuencia del bucle existe una sustitucion de la felinilalanina en la posicion 14
por la valina, finalmente la PG-5 se caracteriza por el reemplazo de la arginina por la
prolina en la posicion 10 (Miyasaki et al., 1997). Por otra parte, la indolicidina es un
péptido extendido y pertenece a la familia de las catelicidinas, este es un péptido catiénico
de 13 residuos y fue aislado a partir de granulos citoplasmaticos de neutréfilos bovinos
(Selsted et al., 1992) y este es rico en triptéfano (39%) y prolina (23%) (Rozeck et al.,
2000), ademas presenta un extremo carboxilo terminal de amida. Su mecanismo de accién
involucra a la membrana bacteriana citoplasmatica (Rozeck et al., 2000), por lo tanto,
posee un amplio espectro de accion de actividad antimicrobiana (Friedrich et al., 2001). La
indolicidina despliega su actividad antimicrobiana a través de la creacion de poros en la
membrana celular (Ha et al., 2000), donde los lipopolisacaridos de la membrana bacteriana
promueven la unién e incorporacion del péptido en la interface agua/lipido (Halevy et al.,
2003).

Existen pocas metodologias reportadas en la literatura para cuantificar la cinética de muerte
bacteriana mediada por AMPs. Recientemente, Freire et al., (2015) reportaron un método
basado en citometria de flujo con el objetivo de monitorear en tiempo real la
permeabilizacion de la membrana bacteriana causada por el péptido pepR obtenido de una
cepa del virus del denge. Estos autores demostraron que la velocidad de permeabilizacion
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de la membrana varia significativamente entre diferentes cepas de E. coli y se reporté que
es necesario alrededor de 60 minutos para eliminar completamente a una poblacién
bacteriana. Por lo tanto, el patron de las cinéticas de muerte podria revelar el mecanismo
especifico por el cual actian los AMPs. En este contexto, Bolintineanu et al., (2010)
reportaron un mecanismo por el cual las protegrinas actian sobre E. coli a través de una
linea de tiempo de eventos fisioldgicos y moleculares; que van desde la adhesion de la
protegrina a la superficie de la membrana bacteriana hasta la liberacion de potasio y
decaimiento del potencial de membrana, donde este evento se lleva a cabo en minutos. Esta
observacion también fue reportada por Fantner et al., (2010), pero con células individuales
de E. coli cuando estas fueron expuestas al péptido conocido como CM15, el cual posee 15
residuos y el mecanismo de muerte fue seguido a través de imagenes de alta velocidad
obtenidas por microscopia de fuerza atomica (AFM) combinada con iméagenes de
microscopia de fluorescencia; en este estudio, los péptidos solo necesitaron algunos
minutos para matar a la bacteria. Sin embargo, el mecanismo por el cual la
permeabilizacion de la membrana celular mediada por AMPs aln es un desafio técnico ya
que es necesario observar a mayor resolucién los eventos celulares que se llevan a cabo
(Freire et al., 2015).

El modelo de inhibicion de crecimiento presentado en este trabajo esta basado en el trabajo
reportado por Mattie (1981), quien modeld el crecimiento de bacterias patdégenas cuando se
expusieron a diferentes concentraciones de antibioticos, y para ello se utilizo6 a las Unidades
Formadoras de Colonias (UFCs) para determinar la viabilidad celular. En este caso, la
viabilidad celular se determina solo al final del ensayo, el cual es conocido como
“determinacion puntual final” (Theophel et al., 2014) y este método esta ampliamente
reportado para determinar la susceptibilidad de las bacterias a cierto tipo de antibidticos,
comunmente a través del uso de antibiogramas; este método esta basado en el analisis de
puntos discretos. En este contexto, Firsov et al., (1997) determinaron la velocidad de
muerte y la capacidad de re-crecimiento de E. coli en la presencia de ciprofloxacina, para
ello, los autores utilizaron un modelo logistico de crecimiento basado en UFCs. Ademas,
esos modelos cinéticos en algunos casos representan el efecto real en los sistemas in vivo
(Al-Asadi et al., 1979). En contraste, en los métodos conocidos como “fuera de linea” se
realizan muestreos sistematicos para obtener una curva de crecimiento. Los métodos
incluyen el crecimiento microbiano en las zonas de inhibicion o muerte celular, difusion en
pruebas de agar y determinaciones por turbidimetria (Jorgensen & Ferraro, 2009). Por otra
parte, las mediciones llevadas a cabo “en linea” o conocidos como analisis en tiempo real
podrian ser una mejor opcidn para optimizar los tratamientos con antibio6ticos (Theophel et
al., 2014). En este trabajo, se propone la determinacion de constantes cinéticas usando
puntos discretos obtenidos al final del ensayo a través de la determinacion de UFCs.

El principal proposito de esta investigacion fue utilizar a los péptidos indolicidina y
protegrina-4, ambos sin la terminacion amida y acetilacion en la region amino y carboxilo
terminal y modelar su efectividad a través de la obtencion de datos cinéticos, asumiendo un
crecimiento logistico. Esta decision fue basada en que la alteracion de secuencias y/o
modificacion de la conformacion quimica de los aminoacidos de algunos péptidos puede
mostrar una alta actividad antimicrobiana, similares o mayores a las versiones naturales
(Zhu et al., 2017), ademas de que no existen reportes previos sobre la falta de amidacion
y/o acetilacion en la indolicidina y protegrina-4. La efectividad relativa de esos AMPs fue
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evaluada in vitro a través del uso de pardmetros cinéticos, tales como: la velocidad
especifica de crecimiento, velocidad especifica de muerte, y velocidad de crecimiento
aparente. La viabilidad celular se determiné a través de Unidades Formadoras de Colonias
(UFCs), la cual es una técnica ampliamente reportada para determinar la susceptibilidad de
las bacterias contra antibiGticos y de particulas de plata (Theophel et al., 2014).
Recientemente, Harman et al., (2017) utilizaron este método para medir la viabilidad
celular cuando se expusieron bacterias a concentraciones de péptidos antimicrobianos; estos
autores demostraron que es un método altamente preciso ya que se obtienen practicamente
los mismos valores cuando se compara con las lecturas de absorbancia obtenidas. La
factibilidad y rapidez de este método, asi como el corto tiempo de incubacion y el uso de
pocos reactivos utilizados para esta investigacion hace que sea posible llevar a cabo un
diagnostico simple de los péptidos propuestos contra cepas patogenas: Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis y Salmonella sp.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Péptidos sintetizados

Los péptidos antimicrobianos fueron quimicamente sintetizados por la empresa EZBiolab
Co. (Inc. 1033 rd Ave.SW, Room 215, Carmel, IN46032 USA). La secuencia de los
péptidos se tomO del Data Bank APD (Antimicrobial Peptide Database, University of
Nebraska NE. USA): http://aps.unmc.edu/AP/main.php. El control de la calidad de los
péptidos fue validado por medio de espectroscopia con una pureza mayor al 95%. La
indolicidina AP00150 consistié de una secuencia corta de 13 residuos de aminoacidos
(ILPWKWPWWPWRR) vy la protegrina-4 AP00220 de 18 residuos de péptidos
(RGGRLCYCRGWICFCVGR); ambos péptidos antimicrobianos se caracterizan por la
ausencia de acetilacion y amidacion en la terminacion amino y carboxilo, respectivamente.
La masa molecular de la indolicidina fue de 1906.32 Da y para la protegrina-4 fue de 2104
Da. Los péptidos se resuspendieron en Buffer PBS (0.1 M, pH 7.0); a una concentracion de
3.4 mg/mL.

2.2. Microorganismos

Escherichia coli (ATCC 10798) y Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) se
adquirieron de la American Culture Collection (ATCC), Salmonella sp. se aislé del Rastro
municipal de Toluca, Estado de México usando el método reportado por Philip et al.,
(2003).

2.3. Ensayos

Para cada ensayo se utilizd una concentracion de 1 x 10° cels/mL, las células se colocaron
en tubos Eppendorf con 1 mL de caldo nutritivo. La cantidad de bacterias se determino
mediante Cémara de Newbauer (Brand BR717820). Posteriormente, se adicionaron
diferentes concentraciones de indolicidina y protegrina-4: 20, 50 y 100 uM (Miyasaki et
al., 1997); estas concentraciones se determinaron a través del protocolo de dilucién
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reportado por la Clinical and Laboratory Standards Institute (2012). Los péptidos se
diluyeron en un Buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.0). A la poblacion de bacterias se le dejo
interactuar con las diferentes concentraciones de péptidos durante una hora a 37°C. Todos
estos ensayos se realizaron por triplicado. El efecto de cada concentracion de péptidos en la
viabilidad celular se determiné mediante Unidades Formadoras de Colonias (UFCs). Los
medios sélidos donde se crecieron a las bacterias fueron: Agar de MacConkey, agar hierro
triple azUcar y agar de soya tripticaseina (Sigma Co. USA) para E. coli, Salmonella sp. y S.
epidermidis, respectivamente. El bufer de fosfatos se preparé de la siguiente manera (1000
mL): se pesaron 76 g de NaCl, 2.0 g de KCI, 21.7 g de Na2HPO4.7H20, 2.59 g de KH2PO4
y se disolvieron en agua destilada; el pH se ajusté a 7.0 con HCI 0.1 N. Finalmente la
solucion se esterilizé en autoclave (FELISA FE-936, México) durante 15 minutos.

2.4. Modelamiento matematico (Mattie, 1981)

Para cuantificar la efectividad de la indolicidina y protegrina-4, se model6 el crecimiento de
E. coli, S. epidermidis y Salmonella sp. El crecimiento logistico es definido como el
nimero de UFCs (dN/dt) durante la fase exponencial de crecimiento (Mattie, 1981):

dN
at = thgN @
Nt = Noe*' (2)

_InNt—InNo _dInN _ 1(dN @3)
Fhet = t - dt Nt

Cuando los péptidos antimicrobianos estan presentes en el cultivo, la velocidad especifica
de crecimiento (unet) se estima desde el inici6 al término del cultivo, donde No es la
concentracion inicial al t = 0, entonces:

Hhet = Hinax — Kd (4)

Por lo tanto, la velocidad especifica de muerte (-Kd) es obtenida de la siguiente manera:

- Kd = Hhet — Hmax (5)
Basado en esas diferencias, es posible modelar el crecimiento de las bacterias, para ello se
utilizo el software SSBP (Version 1.0), el cual fue disefiado los autores y previamente
reportado (Reyes et al., 2016). Finalmente, para estimar la efectividad antimicrobiana de
los péptidos, usamos:

N
S = KN = (g — N
dt d (;unet :umax) (6)
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Para determinar el tiempo de extincion del 90% de una poblacion especifica de bacterias en
los ensayos de antimicrobianos, usamos:

_InNo—InNt
_Kd

t ()

3. RESULTADOS

3.1 Inhibicién del crecimiento bacteriano usando indolicidina y protegrina-4

Para estimar el potencial antimicrobiano de la indolicidina y protegrina-4 se disefiaron
ensayos in vitro con el objetivo de determinar su efectividad hacia las bacterias Gram
negativas E. coli y Salmonella sp., asi como S. epidermidis, la cual es Gram positiva. Para
ello se utilizd6 medio de cultivo enriquecido como control negativo (Fig. 1). Cuando una
poblacion especifica de bacterias (1 x 10°® cels/mL) se expusd directamente con los AMPs
por una hora, se disminuy6 drasticamente el namero de células viables, comparado con el
tratamiento control. Para el caso de Salmonella sp., la indolicina (Fig. 1a) fue mas efectiva
que la protegrina-4 (Fig. 1b) en todas las concentraciones probadas. Pero, este fendmeno no
se observa contra E. coli, ya que ambos péptidos muestran la misma efectividad
antimicrobiana contra esta bacteria. Posiblemente sea debido al tiempo de exposicion de los
antimicrobianos contra las bacterias, por ejemplo, Harman et al., (2017) y Sung et al.,
(2016) reportan una exposicion directa de 6 horas entre los AMPs y bacterias patdgena,
mientras que Miyasaki et al (1997) reportaron que 2 horas de exposicién son suficientes
para observar un efecto significativo en la viabilidad celular. En este trabajo podemos decir
que debido a la concentracion celular y péptidos en suspension fue suficiente para eliminar
mas del 90 % de las bacterias. Por otra parte, S. epidermidis fue mas susceptible a la
protegrina-4 que a la indolicidina (Fig. 1a).
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Fig. 1. a) UFCs finales después de 1 hora de exposicion a: a) indolicidina, b) protegrina-4
en placas de cultivo de Salmonella sp., E. coli y S. epidermidis. Las barras de error indican
la desviacion estandar (n= 3).

Una vez que se determino la viabilidad celular despues de la exposicion a los péptidos se
estimaron los pardmetros cinéticos que se muestran en la Tabla 1. Para ello se hizd el
siguiente analisis: primero se obtuvo la velocidad especifica de muerte (Kd) de todas las
cepas de bacterias cuando se expusieron a diferentes concentraciones de indolicidina y
protegrina-4; este parametro se obtuvo directamente a partir de la diferencia del namero de
UFCs iniciales y finales (Ec. 6). La velocidad especifica aparente de crecimiento (unet) se
obtiene a partir de la diferencia entre umax y Kd. De la literatura se tomé el valor de la
velocidad maxima especifica de crecimiento de Salmonella sp., E. coli y S. epidermidis
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(0.27 h't 6 0.076 min) (Poccia et al., 2014). Finalmente, se model6 el tiempo de extincion
del 90% de las bacterias y se obtuvo a partir del namero inicial y final de las bacterias
considerando a la Kd. Para todos los casos (indolicidina y protegrina-4), a mayor
concentracion de antimicrobianos, la Kd fue también mayor, resultando en menores
tiempos de extincion (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros cinéticos obtenidos después de 1 hora de exposicion contra
indolicidina y protegrina-4 de Salmonella sp., E. coli y S. epidermidis, normalizado al 90%
de la poblacién bacteriana.

Salmonella sp. E. coli S. epidermidis
Indolicidina Wmax Kd Tiempo de Wmax Kd Tiempo de max Kd Tiempo de
(min™) (min?) extincion (min™) (min?) extincion  (min™) (min?) extincion
(min) (min) (min)
Control 0.076 00 - 0.076 0.0 - 0.076 0.0
(20 uM) 0.039 -0.037 62.2 0.045 -0.031 74.2 0.069 -0.007 329.0
(50 uM) 0.024 -0.052 44.2 0.040 -0.036 63.9 0.063 -0.013 177.1
(100 pM) 0.023 -0.053 434 0.027 -0.049 47.0 0.059 -0.017 135.4
Salmonella sp. E. coli S. epidermidis
Protegrina-4 Hmax Kd Tiempo de Hmax Kd Tiempo de Hmax Kd Tiempo de
(min™) (min?) extincion (min™) (min?) extincion  (min™) (min?) extincion
(min) (min) (min)
Control 0.076 00 - 0.076 0.0 -—- 0.076 0.0
(20 uM) 0.048 -0.028 82.2 0.044 -0.032 71.9 0.046 -0.03 76.7
(50 uM) 0.046 -0.03 76.76 0.0304 -0.045 51.1 0.041 -0.035 65.8
(100 puM) 0.041 -0.035 65.8 0.026 -0.05 46.06 0.031 -0.045 51.1

Es bien conocido que a través de la colecta de datos cinéticos de la ruptura celular mediada
por AMPs se contribuye ampliamente a caracterizar los mecanismos por los cuales los
peptidos antimicrobianos inducen la permeabilizacion celular. En este contexto, Freire et
al., (2015) reportaron que la ruptura celular a través del analisis de datos obtenidos por
citometria de flujo en tres cepas de E. coli, donde sus resultados revelaron la importancia de
los lipopolisacaridos (LPS) para provocar la ruptura de la membrana bacteriana. De esta
manera, los datos cinéticos podrian revelar el mecanismo de accion de los AMPs, el cual
aun es un tema elusivo (Freire et al., 2015). La Tabla 1 muestra los resultados cinéticos de
los datos puntuales obtenidos a varias concentraciones de indolicidina y protegrina-4 contra
E. coli, S. epidermidis y E. coli. Los datos cinéticos que se tomaron en cuenta en este
estudio fueron la umax, tiempo de extincion y la velocidad especifica de muerte (Kd). Por
ejemplo, cuando Salmonella sp., E. coli y S. epidermidis se expusieron a 100 uM de
indolicidina, la pmax fue de 0.023, 0.027 and 0.059 min™, respectivamente, es decir, inhibid
mas a Salmonella sp. Mientras que los valores de Kd fueron de -0.017 min? para S.
epidermidis y -0.053 min* para Salmonella sp., esto significa que la velocidad de muerte
para Salmonella sp. fue menor. Por altimo, el tiempo de extincion del 90% cuando se
expusieron a 100 uM de indolicidina fue mucho mayor para S. epidermidis; el resto de los
resultados se muestran en la Tabla 1. De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 1,
la velocidad especifica de muerte (Kd) de todas las cepas es proporcional a la concentracion
de indolicidina y protegrina-4. Estos parametros cinéticos fueron importantes para modelar
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el tiempo de extincion y crecimiento de Salmonella sp., E. coli y S. epidermidis a las
diferentes concentraciones de indolicidina y protegrina propuestas (Fig. 2y 3).

3.2 Modelamiento cinético

Con los parametros cinéticos de la Tabla 1 fue posible modelar la cinética de muerte (Kd)
del 90% de la poblacién de bacterias in vitro (Fig. 2). Para obtener esta cinética se asumio
una conducta de segundo orden, es decir, la velocidad de muerte de la bacteria no se
mantiene constante durante la exposicion a los AMPs (Fanter et al., 2010; Freire et al.,
2015), lo mismo se ha observado con antibiéticos (Laurenco & Andreoli-Pinto, 2011). Por
otra parte, a partir de los datos cinéticos de Kd, pumax y pnet Se model el crecimiento de la
bacteria asumiendo un comportamiento logistico (Nt = Noet"), el cual fue obtenido con el
software SSBP (Reyes et al., 2016). Para esto, se considerd un indculo de 100 bacterias con
una maxima concentracion de 1 x 10° bacterias/mL.

Esas determinaciones resaltan la importancia de los parametros cinéticos y muestran la
efectividad de los péptidos antimicrobianos probados. Este método permite un alto nivel de
prediccion a través del modelamiento del crecimiento logistico de esos datos; los ensayos a
través de la técnica de placas (UFCs) fue ampliamente demostrado por Lourenco &
Andreoli-Pinto (2011). De acuerdo con estos autores, este método tiene las siguientes
ventajas comparadolo con el de HPLC o turbidimetria: simplicidad en su operacion,
tiempos cortos de incubacion, posibilidad de analizar un gran nimero de muestras de forma
simultanea, y uso de pocos reactivos en cada prueba realizada. Nuestros resultados
muestran que para llevar a cabo la inhicién o induccion de la muerte celular de las
bacterias, se require de poco tiempo de exposicion a los péptidos. Ademas, nuestros
resultados muestran una relacion entre la concentracion de indolicidina y la protegrina-4 y
la velocidad de muerte especifica de crecimiento con las cepas probadas en este estudio

(Fig. 2 y Fig. 3).
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Fig. 2. Modelamiento del tiempo de extincidn de una concentracion especifica de bacterias
(90%) a varias concentraciones de a) indolicidina y b) protegrina-4.
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indolicidina y b) protegrina-4.

De las cinco protegrinas conocidas, la protegrina-1 (PG-1) ha atraido considerablemente la
atencion para el disefio de nuevos peéptidos antimicrobianos (Kokryakov et al., 1993;
Gottler et al., 2008). Por ejemplo, el analogo de la PG-1 conocida como Iseganan o IB367
se ha evaluado en ensayos clinicos contra la mucosis oral (Tamamura et al., 1995).
Reportes previos han demostrado que al emplear analogos lineales de PG-1, los cuales se
obtuvieron a través de mutaciones inducidas al sustituir las cuatro Cys por Ala o a través de
la modificacion de todas las Cys, muestran que los puentes de disulfuro son criticos en el
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amplio espectro de accion de este péptido (Monhanram & Bhattacharjya, 2014). Este
fendmeno fue previamente reportado por Harwig et al., (1996) quienes removieron uno de
los dos puentes de disulfuro que normalmente se encuentran entre los aminoécidos Cys6-
Cysl5 y Cys8-Cysl13; cuando se remueve el puente Cys6-Cysl5 resulta en una mayor
pérdidad de actividad antibacteriana, pero si solo se remueve el puente entre Cys8-Cys13,
la actividad antimicrobiana se mantiene alta, indicando que la conformacion B-plegada es
muy importante en la actividad antimicrobiana. Mohanram & Bhattacharjya (2014)
reportaron dos variantes de protegrina (RR11 y LR10) que incluyen la delecién de Cys de
la protegrina-1 (CDP-1) y demostraron que estas variantes ejercen un amplio espectro de
actividad antibacteriana y que ademas fueron capaces de interactuar con los lipidos
cargados negativamente de la membrana celular o también conocidos como
lipopolisacaridos (LPS). Los dos puentes de disulfuro ayudan a que la protegrina-1
interacte con la membrana externa gracias a su naturaleza catidnica y esto auxilia a su
acoplamiento con la naturaleza anfipatica de la membrana celular (Sokolov et al., 1999);
finalmente, la insercién de la protegrina-1 dentro de las capas lipidicas resulta en la ruptura
de la membrana (Gidalevits et al., 2003). En el presente trabajo evaluamos a la protegrina-
4, la cual fue sintetizada sin la acetilacion y amidacién del terminal amino y carboxilo.
Aunque estd ampliamente reportado que esta es vital para lograr la interaccion con la
membrana celular. No obstante, Zhu et al., 2017 reportaron un incremento de la actividad
antimicrobiana de la lisozima de Sus scrofa cuando se le fusiond de una a seis copias de la
secuencia AWVAWK al terminal amino y carboxilo, lo cual se realizdO desde la
construccion del gen; esta modificacion incrementdé de forma importante la
permeabilizacion de la membrana citoplasmatica e indujo muerte celular programada en E.
coli ATCC 10798, E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 25923, Klebsiella
pneumoniae CMCC (B) 46117, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Salmonella
enteritidis CMCC (B) 50335, Micrococcus luteus ATCC 4698 y Bacillus licheniformis.
Esta enzima también mostré un incremento en su actividad contra algunas bacterias Gram
positivas cuando esta fue O-acetilada. Otro ejemplo fue el trabajo reportado por Kuzmin et
al., (2017) quienes analizaron las propiedades citotdxicas de la taquiplesina I cuando se le
fusiond una amida en el terminal amino y carboxilo; esta modificacion en este péptido -
plegado mejoré sus propiedades farmacocinéticas contra varios tumores causados por
células tumorales: HEK293T (células humanas embrionarias de rifion transformadas),
SKBR-3 (células de cancer de mama), A549 (células de cancer de pulmon), HelLa (células
cervicouterinas), HEF (fibroblastos embrionarios humanos) y NHA (astrocitos humanos
normales).

En el caso de la protegrina, esta actla a través de la permeabilizacion de la membrana
celular de bacterias Gram negativas (Salmonella sp. y E. coli) (Heller et al., 1998). El
mecanismo preciso incluye la insercion del péptido en la estructura externa de la membrana
y este evento es mediado a través de interacciones hidrofobicas, las cuales provocan una
perturbacion en la estructura de la membrana, entonces, otro péptido es capaz de penetrar
suficientemente en un proceso conocido como “autopromocion de entrada” (Jenssen et al.,
2006). El mecanismo involucra un adelgazamiento de la membrana (Heller et al., 1998) y
posteriormente es seguida por un proceso de oligomerizacion para formar poros toroidales
en membranas anidnicas (Yang et al., 2000). Si el modelo de membrana contiene lipidos
zwitterionicos, la protegrina muestra otras configuraciones cuando se introduce a la
membrana, tal como si fuera una sola insercion (Yamaguchi et al., 2002) o dimerizacion
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(Jang et al., 2007). Para el caso de E. coli, Bolintineau et al., (2010) reportan que es
necesario solo 100 péptidos de protegrina-1 para matar a E. coli a través de la formacion de
poros, con la concominante liberacién de potasio. La pérdida de viabilidad es el resultado
de un proceso de intercambio i6nico no controlado y decaimiento del potencial
transmembranal; la formacion de poros probablemente se promueve con altas
concentraciones de protegrina-1. La protegrina-1 (PG-1) fue probada contra Staphylococcus
aureus (MIRSA) y Pseudomonas aeruginosa a una concentracion de 2 mg/mL y logro
reducir en mas de tres unidades logaritmicas (UFCs) a la poblacién en menos de 15
minutos (Steinberg et al., 1997), en este trabajo la maxima concentracion de péptidos fue
de 3.4 mg/mL pero al hacer diluciones la concentracion de péptido fue menor, por ello se
requirio de al menos una hora de exposicion. En la presente investigacion, a pesar de haber
utilizado a la protegrina reportada como menos efectiva, los resultados de inhibicién del
crecimiento celular fueron evidentes respecto al control negativo en todas las cepas
probadas. Sin embargo, Kim et al., (2011) reportaron que la amidacion en el grupo terminal
carboxilo orienta perpendicularmente al péptido PMAP-23 hacia la membrana bacteriana,
mientras que el péptido no modificado presenta una posicion paralela respecto a la
membrana, es decir, la orientacién del péptido incrementa la velocidad de penetracién a las
membranas de las bacterias Gram negativas y, por lo tanto, resulta en una mejor
permeabilizacion de la membrana celular. La amidacion del grupo terminal carboxilo es un
mejoramiento que se tiene en los AMPs sintéticos, debido probablemente a una mayor
estabilidad de estos (Berthold et al., 2013).

Por otra parte, el mecanismo especifico por el cual la indolicidina expresa su actividad
antimicrobiana es probablemente a través de la desintegracién de la membrana celular
(Vegh et al., 2011). De hecho, la indolicidina se comporta como un material surfactante,
esto significa que interrumpe la continuidad de las membranas celulares (Melo et al., 2009)
conduciendo a la desintegracion total de la estructura de la membrana (Subbalakshmi &
Sitaram, 1998). En este contexto, Végh et al., (2011) demostraron que la asociacion de la
indolicidina contra un soporte de dos bicapas planas produce “adelgazamiento”, este tipo de
mecanismo de accion también fue reportado por Shaw et al., (2008) y Mecke et al., (2005).
Una vez dentro de las células, la indolicidina inhibe la sintesis de proteinas, asi como la
interaccion con la calmodulina (Falla et al., 1996). Sitaram et al., (2003) reportaron que la
indolicidina es capaz de interactuar con la Ca?’calmoduina (CaM) debido a su alta
afinidad; la CaM es una proteina dependiente de calcio que esta presente en todas las
células eucariotas y actia como mediador de ciertas funciones celulares tales como la
proliferacion celular, organizacion del citoesqueleto, y regulacién de los canales i6nicos de
la membrana celular (Chin & Menas, 2000), por lo tanto, es necesario el desarrollo de
analogos de indolicidina para evitar efectos colaterales hacia células normales de mamifero.
Por otra parte, en bacterias, el mecanismo de accion incluye la interaccion con el ADN y la
membrana celular, especialmente con los fosfolipidos (Lee et al., 2003), donde los péptidos
estan cargados positivamente y estos tienen la capacidad de interactuar con membranas
celulares de bacterias Gram positivas permitiéndoles afectar la sintesis de proteinas, ADN y
ARN.

Existen pocos trabajos en la literatura que reporten el uso de parametros cinéticos para
determinar la susceptibilidad de bacterias patdgenas a la presencia de péptidos
antimicrobianos usando modelos matematicos y muchos de ellos son solamente
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descriptivos tales como los reportados por Steinberg et al., (1997); Harman et al., (2017);
Fanter et al., (2010); Freire et al., (2015); Bolintineau et al., (2010); Sung et al., (2016).
Esto es debido a que posiblemente, los AMPs, en muchos casos, son todavia una promesa
terapéutica para reemplazar a los antibioticos, por lo tanto, existen pocos estudios clinicos
sistematicos. Para el caso de los antibidticos, existen muchos reportes donde nuevos
antibidticos se prueban in vitro para determinar la velocidad de crecimiento, muerte y
resistencia de bacterias patdgenas (Mattie, 1981; Firsov et al., 1997). En este trabajo se
propuso el uso de UFCs para determinar la viabilidad celular, usando el método conocido
como “determinacion puntual final” (Theophel et al., 2014) y se disefié un modelo logistico
usando estos puntos discretos, los cuales resaltan la importancia de esos parametros
cinéticos para predecir el curso de la propagacién de bacterias patdégenas o su inhibicion y
muerte cuando son expuestas a AMPs. Sin embargo, a pesar del desarrollo de nuevas
terapias donde se usan los AMPs, el modelo utilizado en esta investigacion podria ser usado
en un futuro para cuantificar la efectividad de nuevos AMPs, al menos in vitro, tal como
aquellos utilizados para antibiéticos. Finalmente, concluimos que los péptidos usados en
esta investigacion (indolicidina y protegrina-4) tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de E. coli, Salmonella sp., y S. epidermidis in vitro, pero su aplicacion terapéutica en
pacientes humanos es aun un desafio debido a que su estabilidad y actividad en el torrente
sanguineo es afectado por cambios en el pH (Malik et al., 2016), asi como otros factores.

La indolicidina, la cual no presentaba acetilacion y amidacién en la terminacion amino y
carboxilo, mostro alta actividad antimicrobiana contra Salmonella sp. y E. coli en todas las
concentraciones probadas, excepto para S. epidermidis. Mientras que la protegrina-4, la
cual se sintetiz6 con las mismas modificaciones que la indolicidina, fue muy efectiva contra
todas las cepas probadas. Con el método de determinacion puntual final de la viabilidad por
medio de UFCs fue posible obtener los pardmetros cinéticos como la velocidad especifica
de muerte (Kd), velocidad aparente de crecimiento (unet) y maxima velocidad especifica de
crecimiento (umax) se pudd modelar el tiempo de extincion y la cinética de crecimiento de
las bacterias patdgenas cuando se exponen a diferentes concentraciones de indolicidina y
protegrina-4.
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