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Introduccioén

Desde el descubrimiento y desarrollo de los antibibticos, muchas enfermedades
infecciosas han sido controladas gracias a la amplia variedad y efectividad de estos
medicamentos, favoreciendo la esperanza de vida de humanos y animales. Sin embargo,
en los udltimos afios el tratamiento de las infecciones bacterianas se ha complicado
debido al incremento acelerado de resistencia bacteriana contra los antibidticos
convencionales, volviendo a ser una de las principales causas de muerte cada afio en
todo el mundo (Rice, 2003; OMS, 2014; Schmidtchen et al., 2014). Ademas, el bajo
namero de nuevos antibiéticos que entran en fase de desarrollo clinico contribuye a la
insuficiente disponibilidad de medicamentos eficaces (von Nussbaum et al., 2006;
Schmidtchen et al., 2014), generando una necesidad urgente de agentes antibacterianos
alternativos (Rice 2003; Demain y Sanchez, 2009), como los péptidos antimicrobianos
(Schmidtchen et al., 2014).

Los péptidos antimicrobianos son pequefias moléculas producidas por todo tipo de
organismos en la naturaleza, tanto eucariotas como procariotas, y funcionan como
componentes clave del sistema inmune innato, actuando como la primera barrera de
defensa natural contra microorganismos invasores (Lehrer y Ganz, 1996; Zasloff, 2002;
Brogden, 2005). Generalmente, este péptidos presentan una rapida y potente actividad
(en el rango micromolar) contra un amplio espectro de microorganismos, como bacterias,
virus, hongos y protozoos (Feder et al., 2000; Belaid y Hani, 2002; Zasloff, 2002; Lorin et
al., 2005; Zairi et al., 2008), incluso contra bacterias resistentes a los antibiéticos
convencionales, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina y Pseudomonas
aeruginosa multi-resistente (Yuin Ong et al.,, 2014). En consecuencia, los péptidos
antimicrobianos reciben gran interés para el desarrollo de nuevos agentes
antibacterianos que podrian servir como complemento o alternativa a los antibidticos

convencionales en una amplia variedad de posibles aplicaciones (Yuin Ong et al., 2014).



2 Introduccién

Los péptidos antimicrobianos se clasifican con base en su estructura secundaria como:
hélices-a, laminas-B, extendidos y bucles (Zasloff, 2002; Hancock y Sahl, 2006). Las
hélices-a constituyen la mayoria de los péptidos antimicrobianos naturales conocidos
(Yeaman y Yount, 2003; Matsuzaki, 2009; Teixeira et al., 2012). Los péptidos B-laminares
son clasificados asi por la formacién de laminas- antiparalelas estabilizadas por dos o
mas enlaces disulfuro. La siguiente clase de péptidos antimicrobianos contienen altas
proporciones de ciertos aminoacidos como triptéfano, histidina y prolina. Por dltimo, la
estructura de los péptidos en bucle ocurre por la formacién de un solo enlace disulfuro,

amida o peptidico (Powers y Hancock, 2003).

Desde su descubrimiento (Zasloff, 1987), miles de péptidos antimicrobianos naturales y
sintéticos han sido reportados (Wang et al., 2009), pero, muchos de ellos no son
adecuados para aplicaciones terapéuticas debido a sus largas secuencias, alto costo de
produccion, baja potencia antimicrobiana, susceptibilidad a enzimas proteoliticas y alta
citotoxicidad contra células de mamifero (por ejemplo, actividad hemolitica). Sin
embargo, la gran cantidad de secuencias y la informacion estructural proporcionada por
los péptidos antimicrobianos naturales conocidos, facilita el disefio de nuevos péptidos
mas potentes, menos téxicos y con mayor potencial para multiples aplicaciones (Brogden
y Brogden, 2011; Yuin Ong et al., 2014). Un ejemplo de este tipo de péptidos son las
dermaseptinas, una familia de péptidos antimicrobianos que se encuentran en la piel de
varias especies de ranas sudamericanas del género Phyllomedusa (Mor et al., 1991,
1994). Particularmente, la Dermaseptina S4 es un péptido de 28 residuos que posee
débil actividad antibacteriana pero potente actividad hemolitica (Feder et al., 2000). Sin
embargo, varios estudios han logrado identificar derivados con actividad antibacteriana
mejorada y actividad hemolitica disminuida (Feder et al., 2000; Kustanovich et al., 2002).
Estos derivados de Dermaseptina S4 han presentado muy buena actividad contra varios
patégenos causantes de infecciones de transmision sexual como N. gonorrheae, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, C. albicans (Feder et al., 2000; Kustanovich et
al., 2002; Zairi et al., 2007, 2008, 2013), incluso contra virus del herpes simple tipo |
(Belaid y Hani, 2002) y virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Lorin et al., 2005).

La perspectiva de esta tesis es contribuir con una mayor comprension de la relacion
general entre actividad y estructura de los péptidos antimicrobianos derivados de

Dermaseptina S4. En el primer capitulo se utilizaron siete péptidos antimicrobianos y se
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evaluo el efecto de algunas modificaciones en la carga neta positiva sobre la actividad
antibacteriana y sobre la toxicidad contra células de mamifero (eritrocitos humanos y
espermatozoides bovinos). Tres de los péptidos utilizados fueron disefiados en este
trabajo y los otros cuatro fueron previamente disefiados, caracterizados y reportados en
otros trabajos (Feder et al., 2000; Kustanovich et al., 2002). El objetivo fue identificar los
péptidos con mayor actividad contra bacterias frecuentemente encontradas en semen
bovino colectado y con menor toxicidad contra células de mamifero, con el fin de
proponer los candidatos mas prometedores para su aplicacion en diluyentes para
criopreservacion de semen bovino. En el segundo capitulo se hizo énfasis en el péptido
K4S4(1-15)a como modelo para disefar cinco derivados con diferente distribucion de los
aminodacidos cationicos (en este caso lisinas) y estudiar el efecto de estas modificaciones
sobre la actividad antibacteriana, contra E. coli y S. aureus, y sobre la actividad
hemolitica. K4S4(1-15)a es un derivado de Dermaseptina S4 que, como se muestra en el
capitulo I, presentdé los mejores resultados en cuanto a actividad antimicrobiana y
selectividad celular. Adicionalmente, en colaboracién con mis comparieros de laboratorio
y el Dr. Sergio Orduz Peralta, se disefid el programa Peptide ID 1.0, que es una
herramienta para analizar secuencias de proteinas y buscar en ellas segmentos de
secuencia con caracteristicas fisicoquimicas similares a las de los péptidos
antimicrobianos. Aunque el desarrollo de este programa no hizo parte de los objetivos de
esta tesis, fue de gran ayuda para calcular y analizar los pardmetros fisicoquimicos vy

estructurales de los péptidos disefiados.






1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Disefiar e identificar péptidos antimicrobianos derivados de Dermaseptina S4 con alta

actividad antibacteriana y baja toxicidad contra células de mamifero.

1.1.1 Objetivos especificos

= Determinar la actividad antibacteriana de péptidos derivados de Dermaseptina S4
contra bacterias contaminantes de semen bovino in vitro.

= Evaluar el efecto de péptidos antimicrobianos derivados de Dermaseptina S4 sobre la
movilidad de espermatozoides bovinos.

= Evaluar el efecto de la distribucion de aminoacidos catiénicos de péptidos derivados

de Dermaseptina S4 sobre la actividad y la selectividad antibacteriana.
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2.Marco tedrico

2.1 Resistencia bacteriana a los antibiéticos

La resistencia bacteriana es un fenbmeno por el cual una bacteria deja de ser afectada
por un antibiético al que anteriormente era sensible; esto se puede dar por el uso
excesivo de antibiéticos en medicina, en veterinaria y en agricultura. Este fenémeno es
considerado mundialmente una amenaza para la salud publica (OMS, 2014). Algunos
factores que se atribuyen como causa de la resistencia son: el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento del ganado, prescripcibn médica y veterinaria inapropiada de
antibioticos y tratamientos antibidticos incompletos en humanos y animales (Larson,
2007; OMS, 2014). Varias cepas de patdgenos comunes: Mycobacterium tuberculosis
(Morris et al.,, 1995), Pseudomonas aeruginosa (Rice, 2003; Aloush et al., 2006),
Acinetobacter baumanni, Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus spp. (Rice,
2003), Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae y Neisseria gonorrhoea, presentan resistencia a la mayoria de los
antibiéticos convencionales y se conocen como cepas multiresistentes, complicando su
erradicacion y el tratamiento de cualquier individuo infectado, especialmente, en aquellos
pacientes mas vulnerables como los receptores de trasplante de 6rganos, los sometidos
a hemodidalisis y los que padecen sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y
cancer (OMS, 2014).

La resistencia a los antibiéticos es una consecuencia natural de adaptacién, un factor
inherente en la evolucién de los organismos, por lo que se vuelve un fenébmeno imposible
de detener (Salyers y Amabile-Cuevas, 1997). Los mecanismos de resistencia bacteriana
surgen en respuesta al mecanismo de accion de los antibiéticos, los cuales se unen a
sitios especificos de enzimas dianas. Asi, una mutacion en el sitio de unién del antibiético
genera la resistencia al mismo (WHO, 2014). Aunque existen antibiéticos que han
presentado efectividad contra cepas resistentes (Fernebro, 2011), estan supeditados a

experimentar resistencia (Fernebro, 2011), disminuyendo la disponibilidad de agentes
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antibacterianos efectivos. Por lo tanto, el problema de la resistencia deberia ser
enfrentado con el desarrollo de otra clase de antibacterianos que presenten mecanismos
de accion diferentes (Rice, 2003), por ejemplo, los péptidos antimicrobianos (Levy, 2000;
Zasloff, 2002; Schulze et al., 2014; Speck et al., 2014).

2.2 Peéptidos antimicrobianos como alternativa a los
antibioticos convencionales

El interés por los péptidos antimicrobianos viene principalmente desde 1987, tras el
descubrimiento de la Magainina por Michael Zasloff y su equipo de trabajo en el
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Pensilvania (Zasloff, 1987). Mientras
trabajaban con oocitos de Xenopus laevis (una rana arboricola africana) para estudiar la
expresion de RNA en eucariotas, notaron que a pesar del procedimiento no-estéril al que
sometian a las ranas para extirpar sus ovarios, las heridas sanaban normalmente, sin
signos de infeccion o inflamacién. Este interesante comportamiento motivé a investigar el
efecto de extractos ventrales y de secreciones mucosas de la piel de las ranas sobre el
crecimiento bacteriano in vitro, demostrandose que la sustancia activa, la Magainina, se
encontraba en las secreciones ventrales de la piel y poseia actividad contra varias
especies bacterianas y otros microorganismos, incluyendo hongos y protozoos (Zasloff,
1987). Estos resultados han fomentado la busqueda de nuevos péptidos en otras
especies, permitiendo el descubrimiento de miles de péptidos antimicrobianos, de los

cuales 82.65% tienen actividad antibacteriana (Wang et al., 2009).

A diferencia de los antibiéticos convencionales, los péptidos antimicrobianos actian
desestabilizando y/o destruyendo las membranas celulares e, incluso, afectando blancos
intracelulares, sin mediacion especifica de moléculas bacterianas (Shai, 2002; Zasloff,
2002; Brogden, 2005). Aunque hay algunos reportes de resistencia bacteriana a estos
péptidos in vitro, la probabilidad de aparicion de resistencia en condiciones naturales es
muy baja, debido a que actian de forma simultanea sobre multiples estructuras
bacterianas fundamentales, como la membrana y la pared celular (Zasloff, 2002). Por lo
tanto, para enfrentar a los péptidos antimicrobianos, las bacterias tendrian que redisefiar
las propiedades bioquimicas de su membrana como un todo, cambiando su composicion,
organizacion y potencial transmembrana, lo que seria una solucion improbable y

“costosa” comparado con una simple mutacion de un receptor especifico (Van't Hof et al.,
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2001; Zasloff, 2002; Yeaman y Young, 2003). Ademas, tendrian que desarrollar una
maquinaria compleja que involucre mdultiples genes y productos génicos, lo cual es dificil
de lograr (Zasloff, 2002).

La ubicuidad de los péptidos antimicrobianos, su papel en la inmunidad del hospedero y
su particular mecanismo de accién, son buenas razones para sugerir la posibilidad de
usarlos como agentes antimicrobianos en una multitud de aplicaciones (Zasloff, 2002;
Yuin ong et al., 2014). A lo anterior, se le suma el esfuerzo considerable que se ha hecho
para elucidar el mecanismo de accién, comprender las bases estructurales de la
selectividad celular y descubrir nuevos péptidos naturales, lo cual ha facilitado el disefio
de péptidos con caracteristicas de actividad mejoradas y su optimizacién para
aplicaciones especificas (Hancock y Sahl, 2006).

2.3 Selectividad celular

La selectividad celular es un factor crucial para la aplicacion de cualquier péptido
antimicrobiano, es decir, una alta actividad contra bacterias y otros microorganismos,
pero una baja toxicidad sobre células de mamifero. La selectividad celular es afectada
principalmente por la diferente composicién bioguimica entre las membranas bacterianas
y las membranas de las células de mamifero (Zasloff, 2002; Yeaman y Yount, 2003;
Matsuzaki, 2009; Teixeira et al., 2012). Las membranas bacterianas estdn compuestas
principalmente por fosfatidiletanolamina (PE), su lipido zwitteribnico mas comdun, pero
también contienen 20%-25% de fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL), ambos lipidos
aniénicos que le confieren a la membrana una carga global negativa (Yeaman y Yount,
2003; Teixeira et al.,, 2012). Ademas, la pared celular también contiene moléculas
anibénicas, como los acidos teicoico Yy lipoteicoico en las bacterias Gram positivas y los
grupos fosfato de los lipopolisacaridos en las bacterias Gram negativas (hasta 70% de la
membrana externa), lo que también contribuye a la carga global negativa sobre la
superficie de estos microorganismos (Yeaman y Yount, 2003; Teixeira et al., 2012). En
cambio, las membranas de las células de mamifero estan compuestas principalmente por
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y esfingomielina (EM), que son
fosfolipidos zwitteridnicos, es decir que no le confieren ninguna carga neta (Yeaman y
Yount, 2003; Matsuzaki, 2009; Teixeira et al., 2012). Por otro lado, el potencial eléctrico

transmembrana (4y) de las células bacterianas (-130 a -150 mV) es mas negativo que el
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de las células de mamifero (-90 a -110 mV). Todas estas diferencias bioquimicas son los
determinantes moleculares claves de la selectividad celular, ya que favorecen la afinidad
electrostatica de los péptidos antimicrobianos catidnicos por las membranas bacterianas
aniénicas (Dathe et al., 1997, 2001, 2002; Yeaman y Yount, 2003; Brogden, 2005;
Matsuzaki, 2009; Teixeira et al., 2012).

2.4 Diseino racional de péptidos antimicrobianos

Uno de los enfoques mas comunes para el disefio racional de péptidos antimicrobianos
consiste en realizar modificaciones estratégicas en la secuencia de aminoacidos de un
péptido natural, buscando optimizar las propiedades de los péptidos, como como
cationicidad, hidrofobicidad y anfipaticidad (Zelezetsky et al., 2005), en favor de una o
varias caracteristicas deseadas sobre la actividad biologica, por ejemplo, potenciar la
actividad antibacteriana, mejorar la selectividad celular, incrementar la estabilidad a

proteasas e incrementar la estabilidad estructural (Toke, 2005; Yuin Ong et al., 2014).

2.4.1 Cationicidad

La mayoria de los péptidos antimicrobianos tienen una carga entre de +2 y +9
(Zelezetsky y Tossi, 2006), lo que favorece la unién del péptido a la superficie de la
membrana celular bacteriana a través de interacciones electrostaticas entre las cadenas
laterales de los aminoacidos catiénicos y las cabezas anionicas de los fosfolipidos
fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL) (Yeaman y Yount, 2003; Teixeira et al., 2012).
Esta mutua afinidad explica la correlacion observada entre carga y actividad
antimicrobiana, de tal forma que aumentando la carga se potencia la actividad y la
selectividad antibacteriana (Dathe et al., 1997; Feder et al., 2000). (Yeaman y Yount,
2003; Matsuzaki, 2009; Teixeira et al., 2012). Sin embargo, dentro de cierto rango, el
aumento de la carga conduce a un aumento de la potencia antibacteriana, pero mas alla
de un valor limite, puede ocurrir el efecto contrario e, incluso, se puede favorecer la
actividad hemolitica (Feder et al.,, 2000; Dathe et al.,, 2001). Tal disminucién de la
actividad antibacteriana puede ser consecuencia de fuertes interacciones electrostaticas
entre el péptido y las cabezas de los fosfolipidos aniénicos, impidiendo la insercion del
péptido en la bicapa (Yeaman y Yount, 2003; Pasupuleti et al., 2008). Ademas, el exceso

de aminoécidos catidnicos puede disminuir la helicidad del péptido debido a interacciones
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electrostaticas repulsivas e impedimento estérico entre las cadenas laterales de los

residuos béasicos (Giangaspero et al., 2001).

2.4.2 Anfipaticidad

La caracteristica que define mejor a los péptidos a-helicoidales anfipaticos es la
organizacion repetitiva i — i + 4, o i — i + 3, de los aminoacidos polares, lo cual les
permite establecer puentes de hidrogeno entre el oxigeno del grupo carbonilo y el
hidrogeno del grupo amino, ambos de la cadena principal. Esta organizacion resulta en
una estructura anfipatica que consiste en la separacion longitudinal de la hélice en dos
sectores: por un lado el sector hidrofébico, compuesto por aminoacidos hidrofébicos, y
por el lado opuesto, el sector hidrofilico, compuesto por amino&cidos polares y catiénicos
(Eisenberg et al., 1982a; Mor et al., 1991). Esta conformacion a-helicoidal anfipatica
facilita las interacciones electrostéticas e hidrofébicas del péptido con la membrana, ya
gue permite que el sector hidrofilico interactie con los grupos cabeza aniénicos de los
fosfolipidos, mientras que el sector hidrofébico entra en contacto con la parte hidrofébica
de la membrana. De hecho, esta conformacién es un prerrequisito para la interaccion del
péptido con las membranas bacterianas, su posterior insercion y disrupcion de la

membrana (Seelig, 2004; Zelezetsky y Tossi, 2006).

El grado de anfipaticidad de un péptido puede cuantificarse a través del momento
hidrofdbico, el cual se calcula como la magnitud de la suma vectorial de la hidrofobicidad
de cada aminoéacido (Eisenberg et al., 1982b). En muchos casos, la optimizacién de la
anfipaticidad, descrita por un valor alto del momento hidrofébico, se correlaciona con una
actividad antibacteriana potenciada (Brogden, 2005; Pasupuleti et al., 2012; Wiradharma
et al., 2013).

2.4.3 Hidrofobicidad

Este parametro es esencial para las interacciones de los péptidos con las membranas,
dado que determina el grado en el que un péptido se une e inserta en el centro
hidrofébico de una membrana (Yeaman y Yount, 2003). Por lo tanto, los péptidos
antimicrobianos a-helicoidales deben tener un minimo de hidrofobicidad para poder
insertarse en la membrana de las células bacterianas. Si la hidrofobicidad es baja,

entonces un ligero aumento potenciara la actividad antimicrobiana, pero, existe un limite
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sobre el cual se potenciara la actividad hemolitica con respecto a la actividad
antibacteriana. En otras palabras, existe un rango de hidrofobicidad éptima, donde
disminuirla 0 aumentarla por fuera de este rango causara una reduccion significativa de
la actividad antibacteriana (Yeaman y Yount, 2003; Chen et al., 2007). Esta relacion no
se observa con la actividad hemolitica, donde el incremento progresivo de la
hidrofobicidad se correlaciona con una actividad hemolitica cada vez més fuerte (Chen et
al., 2007). Por lo tanto, la hidrofobicidad solo puede ser usada en cierta medida, para
aumentar la potencia del péptido sin sacrificar la selectividad.



3.Capitulo 1

Potencial de péptidos derivados de
Dermaseptina S4 para controlar la
contaminacion bacteriana en semen bovino

3.1 Resumen

El semen bovino criopreservado es un material utilizado en diferentes técnicas
reproductivas, principalmente en inseminacion artificial y fertilizacién in vitro, cuyo
propésito es incrementar el rendimiento reproductivo y productivo del ganado. Sin
embargo, durante la colecta del eyaculado y su procesamiento para criopreservacion,
existe una alta probabilidad de contaminacion con diferentes tipos de bacterias, muchas
de las cuales sobreviven a la criopreservacion y mantienen patogenicidad. Por lo tanto, el
uso de semen bovino criopreservado implica un riesgo de transmision y propagacion de
microorganismos patogenos a las hembras inseminadas, a su descendencia y a los
técnicos involucrados en la inseminacion. Ademas, la contaminacion bacteriana afecta
negativamente la calidad del semen, disminuyendo el rendimiento de las técnicas
reproductivas. Para contrarrestar lo anterior y controlar la contaminacion bacteriana,
existe una normatividad para la produccion de semen que exige la adicion de antibi6ticos
a los diluyentes para criopreservacion. Sin embargo, las bacterias son extremadamente
adaptables y rapidamente pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos usualmente
utilizados, siendo entonces necesario buscar nuevas alternativas antibacterianas para
evitar el desarrollo de resistencia y realizar un control mas efectivo. El propdésito de este
trabajo fue explorar el potencial de los péptidos antimicrobianos derivados de
Dermaseptina S4 para controlar la contaminacion bacteriana del semen bovino. Para
lograr esto, se evalué la actividad antibacteriana de siete péptidos derivados de

Dermaseptina S4, incluyendo tres péptidos nuevos disefiados en este trabajo: S4(5-28)a,
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K20S4(5-28) y K4S4(1-15), contra diferentes bacterias Gram Negativas y Gram Positivas
comunmente encontradas en semen. Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), un aislado clinico de Salmonella y cinco cepas aerdbicas aisladas de semen
bovino criopreservado sin antibidticos: Streptococcus salivarius, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus y Bacillus cereus. Ademas, para examinar
la citotoxicidad de los péptidos sobre células de mamifero se evalu6 la actividad
hemolitica y la actividad sobre la movilidad espermatica. Los resultados revelaron
dependencia de la concentracion de péptido sobre la actividad antibacteriana y citotoxica.
Los péptidos K4S4, S4(5-28)a, K20S4(5-28) y K4S4(1-15)a, con una carga neta +5,
fueron los més potentes contra todas las cepas bacterianas evaluadas. K4S4(1-16)a, con
una carga +6, también presentd potente actividad antibacteriana, excepto contra S.
aureus (CMI >28 uM). En cambio, S4(5-28) y K4S4(1-15), ambos con una carga neta +4,
presentaron baja actividad. K4S4 fue altamente tdéxico contra eritrocitos y
espermatozoides, mientras que los otros péptidos presentaron una toxicidad inferior. En
conclusion, el aumento de la carga neta positiva de los péptidos resulté en derivados con
mayor potencia antibacteriana y mayor selectividad celular. Estos resultados sugieren
gue algunos de los péptidos evaluados tienen potencial para el desarrollo de antibidticos
para el control de la contaminacion bacteriana del semen bovino, lo que podria ser una

alternativa o complemento a los antibiéticos convencionales.

Palabras clave: péptidos antimicrobianos, Dermaseptina, bacterias, contaminacién
seminal, semen bovino, criopreservacion de semen.
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3.2 Introduccidn

En la industria ganadera, el semen bovino normalmente es utilizado para la produccion
de semen criopreservado, un método que permite la conservacién de espermatozoides
durante largos periodos de tiempo y consiste en someter a los espermatozoides de un
eyaculado a un enfriamiento progresivo hasta alcanzar una temperatura entre -80 y -
196°C (el punto de ebullicion del nitrégeno liquido) con el fin de disminuir las funciones
vitales de cada célula y mantener su fertilidad. El proposito de esta criopreservacion es
su aplicaciébn en técnicas de reproduccion asistida, como inseminacion artificial y
fertilizacion in vitro. El uso de este semen presenta varias ventajas: evita la
sincronizacién simultdnea de donantes y receptoras, facilita el control de ciertas
enfermedades transmisibles a través del apareamiento, incrementa el potencial
reproductivo de los machos, facilita el transporte del semen y su disponibilidad sin
limitaciones geograficas o temporales, entre otras, con respecto al semen fresco
(Verkerk, 2003; Funk, 2006). Sin embargo, el semen criopreservado puede convertirse en
vehiculo para la transmisién y propagacion de enfermedades infecciosas, ya que muchos
microorganismos pueden contaminar el eyaculado, sobrevivir a la criopreservacion y
entrar en contacto con vacas inseminadas o con embriones producidos por fertilizacion in
vitro (Aurich, 2005; de Ruigh et al., 2006; Bielanski, 2007; Givens y Marley, 2008; Smole
et al.,, 2010). Ademas, hay que tener en cuenta que a partir de un solo toro se pueden
obtener 2 a 6 eyaculados por semana Yy cientos de dosis de semen criopreservado por
eyaculado, lo cual da una idea del elevado riesgo de propagacion y transmision de

patdégenos que implica el uso de semen criopreservado (Aurich, 2005; Smole et al. 2010).

Por lo tanto, la producciéon de semen bovino comercial esta sujeta a estrictas exigencias
legales cuyo propésito es reducir el riesgo de contaminacion del semen y prevenir la
transmision y propagacion de enfermedades (Resolucion 02820 del ICA, 2001; CE,
2003). El Codigo Sanitario para los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, 2014) y, en Colombia, el Manual de Buenas Practicas de
Bioseguridad del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 2007), describen los
estandares y las recomendaciones para el control técnico, higiénico y sanitario de todo el
proceso, como: la seleccion de los toros donantes, la colecta y el procesamiento del
semen, la adicion de antibi6ticos a los diluyentes de semen para criopreservacion (CE,

2003), el almacenamiento y el transporte del semen criopreservado. Sin embargo, a


http://es.wikipedia.org/wiki/Punto_de_ebullici%C3%B3n
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pesar de las medidas empleadas, el control no es completamente efectivo (Wentink et al.,
2000; de Ruigh et al., 2006; Bielanski, 2007; Givens y Marley, 2008) y permite que el
semen se contamine con bacterias patdgenas y saproéfitas (Silveira y Machado, 2005; de
Ruigh et al., 2006; Smole et al. 2010; Najee et al., 2012), muchas de las cuales han sido
resistentes a los antibiéticos usados en los diluyentes (Eaglesome et al., 1995; Thibier y
Guerin 2000; Alba-Gomez y Silveira-Prado, 2005; Silveira y Machado, 2005; Marques et
al., 2009; Najee et al., 2012; Akhter et al., 2008; Smole et al., 2010; Kilburn et al., 2013;
Madeira et al., 2014). Por lo que es evidente la necesidad de implementar nuevas o
adicionales estrategias para lograr un control bacteriano mas efectivo y evitar la aparicion

de bacterias resistentes.

La resistencia bacteriana a los antibiéticos convencionales es motivo de preocupacion
tanto para los ganaderos como para las autoridades del control sanitario, dado que
dificulta el tratamiento y erradicaciébn de los patégenos, y aumenta el riesgo de
transmisién y propagacion de los mismos. Esta situacion podria tener gran impacto en
términos sanitarios, econdémicos y legales, siendo necesario contar con estrategias
alternativas para el control de la contaminacién bacteriana del semen que eviten la
resistencia. En este contexto, los péptidos antimicrobianos son moléculas prometedoras,
ya que poseen un rapido y amplio espectro de accion contra bacterias (Feder et al., 2000;
Navon-Venezia et al., 2002; Kustanovich et al., 2002), virus (Belaid y Hani, 2002; Lorin et
al., 2005), protozoos (Feder et al., 2000, 2001; Dagan et al., 2002), levaduras y hongos
filamentosos (Mor et al., 1994; Coote et al., 1998). Ademas, su particular mecanismo de
accion les confiere una gran ventaja sobre los antibiéticos convencionales, porque actdan
inespecificamente sobre la membrana celular, alterando su integridad estructural, lo cual
dificulta el surgimiento de fendmenos bacterianos de resistencia (Van’t Hof et al., 2001;
Zasloff, 2002, Navon-Venezia et al., 2002).

El propdsito de esta tesis fue explorar el potencial de los péptidos antimicrobianos para el
control de la contaminacion bacteriana del semen bovino. Para lograrlo, se establecieron
tres objetivos: (1) seleccionar y disefiar péptidos antimicrobianos derivados de
Dermaseptina S4, (2) evaluar la actividad de estos péptidos contra bacterias
comunmente encontradas en semen bovino y (3) determinar su potencial téxico contra

células de mamifero en términos de movilidad espermatica y de actividad hemolitica. La
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experimentacion se llevé a cabo utilizando cuatro derivados de Dermaseptina S4

previamente reportados (Feder et al., 2000) y tres mas disefiados en este trabajo.
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3.3 Origen de la contaminacion bacteriana del semen
bovino

Los toros son la fuente principal de contaminacion seminal con patégenos (de Ruigh et
al., 2006; Givens y Marley, 2008). En vista de esto, las regulaciones establecen los
requisitos para la seleccion de los toros donantes y las pruebas diagndsticas que deben
hacerse, al menos una vez al afio, a estos toros para determinar su estado de salud y
verificar que se encuentren libres de patégenos (CE, 2003; ICA, 2007). La aceptacion de
toros donantes y su permanencia en los centros de produccion de semen depende de
que presenten resultados negativos para brucelosis bovina, tuberculosis bovina,
leptospirosis, campilobacteriosis, tricomoniasis, rinotraqueitis infecciosa
bovina/vulvovaginitis pustulosa infecciosa (IBR/IPV), diarrea viral bovina/enfermedad
mucosa (DVD/MD), parainfluenza tipo 3, leucosis bovina enzodtica y fiebre aftosa (CE,
1988, 2003; ICA, 2001).

Las principales fuentes de contaminacion del eyaculado son el prepucio y el glande, pero
otras fuentes probables son la piel del toro, el personal técnico involucrado, los
materiales utilizados, el ambiente en cual se trabaja (Brown et al., 1974; Althouse et al.,
2000; Silveira y Machado, 2005; Bielanski, 2007; Aurich y Spergser, 2007; Akhter et al.,
2008; Smole et al., 2010) y los productos de origen animal (como yema de huevo y leche)
gue se emplean para preparar los diluyentes (Brown et al., 1974; Bousseau et al., 1998;
Thibier y Guerin 2000; de Ruigh et al., 2006; Bielanski, 2007; Smole et al., 2010).

En consecuencia, la contaminacién seminal es un evento altamente probable que puede
ser causado por una gran variedad de microorganismos, siendo las especies bacterianas
mas frecuentemente encontradas en semen fresco de toros E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa (Brown et al., 1974; Gomez y Silveira, 2005; Silveira y Machado, 2005; Smole
et al., 2010; Gonzélez-Marin et al., 2011; Kilburn et al., 2013). Estas bacterias también
son comunes en el semen de otras especies como bufalo (Akhter et al., 2008), cerdo
(Althouse et al., 2000; Morrell y Wallgren, 2011), caballo (Varner et al., 1998) y carnero
(Yaniz et al., 2010; Madeira et al., 2014).
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3.4 Efectos de la contaminacidon bacteriana del semen
sobre la calidad espermatica

El semen fresco y los diluyentes tienen componentes nutritivos, como glucosa o fructosa,
gue facilitan el crecimiento bacteriano (Abro et al., 2009), permitiendo que los efectos
adversos de las bacterias sobre los espermatozoides aumenten con el tiempo (Brown et
al., 1974; Althouse et al., 2000; Yaniz et al., 2010) y que pueden darse por produccién de
toxinas o por competencia por nutrientes, oxigeno y/o acidificacion del medio (Abro et al.,
2009; Schulz et al., 2010; Smole et al., 2010). Por ejemplo, estudios levados a cabo en
100 muestras de semen congelado tomadas en dos centros de produccion de semen
encontraron que 7 de las 100 muestras fueron positivas para Acinetobacter,
Actinobacillus ligneirisi, Citrobacter, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus intermedius, las cuales podian fermentar
varios tipos de azucar y acidificar el medio (Abro et al., 2009).

Las interacciones entre espermatozoides y bacterias han sido estudiadas con poco
detalle. Con respecto a bacterias Gram Positivas, si bien se han observado algunas
relaciones entre la presencia de este tipo de bacterias y la disminucién de la calidad
espermatica, no se han identificado cuéles son los mecanismos que pueden alterar la
funcién espermaética (Yaniz et al., 2010). Por otro lado, la interaccién con bacterias Gram
Negativas se ha estudiado un poco mas y se ha encontrado que su presencia en semen
puede causar disminucion de la calidad espermatica (Althouse et al., 2000; Yaniz et al.,
2010) y efectos espermicidas (Diemer et al., 1996). Los efectos de E. coli sobre
espermatozoides de humano incluyen reduccion de la movilidad, aglutinacién (Monga y
Roberts, 1994), aumento de translocacion de fosfatidilserina (Schulz et al., 2010) e
induccién de cambios morfolégicos a nivel de la pieza media, membrana plasmatica y
acrosoma (Diemer et al., 2000; Schulz et al., 2010). Estas bacterias también pueden
producir y secretar toxinas como a-hemolisina, lipopolisacéaridos, fragmentos de
péptidoglicano (Schulz et al., 2010) y bacteriocinas (Smole et al., 2010). Gonzalez-Marin
et al. (2011) también evaluaron la presencia de bacterias en semen bovino
criopreservado y demostraron que afecta adversamente la integridad del ADN de los

espermatozoides.
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3.5 Resistencia bacteriana a antibiéticos en
criopreservacion de semen bovino

En criopreservacion de semen se utilizan antibidticos con el fin de limitar el crecimiento
bacteriano y mantener la carga bacteriana en niveles que no sean perjudiciales para los
espermatozoides. Estos antibidticos deben presentar actividad de amplio espectro y ser
eficaces especialmente contra campilobacterias, leptospiras y micoplasmas (CE, 2003).
Por ejemplo, la combinacién penicilina y estreptomicina (1000 Ul/mL y 1000 pg/mL,
respectivamente) ha sido usada desde 1948, cuando se comprob6 que era efectiva en
criopreservacion de semen bovino, sin causar efectos toxicos sobre la calidad
espermatica (Almquist et al., 1949). Sin embargo, actualmente, dicha efectividad es
insuficiente porque es comudn encontrar contaminacion en las pajillas de semen
criopreservado (Gomez y Silveira, 2005; Silveira y Machado, 2005; Abro et al., 2009;
Najee et al., 2012), siendo P. aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, E. coli,
Klebsiella sp., Staphylococcus coag. neg. y S. aureus, las bacterias resistentes mas
frecuentes (Gomez y Silveira, 2005; Najee et al., 2012).

Con el fin de mejorar el control bacteriano, se ha implementado la combinacién de
antibioticos gentamicina, lincomicina, tilosina y espectinomicina, la cual fue usada por
primera vez en 1988 en diluyentes de semen bovino (Shin et al., 1988) sin efectos
adversos para los espermatozoides y, hasta ahora, ha sido mas efectiva para el control
bacteriano que otros antibiticos (Eaglesome y Garcia 1995; Bousseau et al., 1998,
Andrabi et al., 2001; Hasan et al., 2001; Akhter et al., 2008). Sin embargo, se ha
reportado que esta combinacién de antibiéticos es insuficiente para controlar una
contaminacion excesiva (Smole et al., 2010) y para enfrentar la resistencia bacteriana
(Eaglesome et al., 1995; Eaglesome y Garcia 1995; Akhter et al., 2008; Smole et al.,
2010; Kilburn et al., 2013; Madeira et al., 2014). Estudios realizados por Smole et al.
(2010) encontraron contaminacion con P. aeruginosa, E. coli, S. aureus y otras bacterias
en muestras de semen criopreservado con los antibidticos gentamicina-lincomicina-
espectinomicina-tilosina (Triladyl®, Minitube). Resultados parecidos, reportados por
Eaglesome et al., (1995) mostraron la presencia de P. aeruginosa en semen bovino que
habia sido criopreservado con esta combinacion de antibidticos. Estos investigadores
aislaron una cepa de P. aeruginosa y la usaron para contaminar muestras de semen que

posteriormente congelaron en presencia de los mismos antibiéticos y demostraron que se
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trataba de una bacteria resistente. Por lo tanto, el crecimiento bacteriano después de
descongelacion de muestras experimentales y comerciales de semen evidencia
resistencia de algunas cepas bacterianas y la inefectividad de los antibi6ticos usados en

los diluyentes de semen.

El semen de toro cominmente se encuentra contaminado con micoplasmas, siendo la
microbiota del prepucio y de la parte distal de la uretra las fuentes principales de
contaminacién (Onoviran et al., 1975; Fish et al., 1985). Varias especies de estos
microorganismos, incluyendo Ureaplasma diversum, han sido encontrados en semen
fresco y pueden resistir a los antibiéticos utlizados en los diluyentes para
criopreservacion (Fish et al., 1985; Visser et al., 1999; Marques et al., 2009). Shin et al.
(1988) procesaron muestras de semen contaminadas artificialmente con varias especies
de micoplasmas y de ureaplasmas diluidas en presencia de dos combinaciones
diferentes de antibiéticos: penicilina-estreptomicina-polimicina B (500 U/mL, 2000 pg/mL
y 1000 U/mL) y gentamicina-tilosina-lincomicina-espectinomicina (500, 100, 300 y 600
pg/ml, respectivamente) y observaron que la primera combinacién fue parcialmente
efectiva, con actividad bacteriostatica contra Mycoplasma bovigenitalium y Mycoplasma
bovis; en cambio, la segunda combinacién fue bactericida contra Mycoplasma
bovigenitalium y ureaplasmas, pero bacteriostatica contra M. bovis y Mycoplasma spp.
En un estudio similar, reportaron que la combinacién gentamicina-tilosona-lincomicina-
espectinomicina presentd un efecto bacteriostatico sobre nueve cepas de M. bovis
(Visser et al., 1999). En otro estudio mas reciente, realizado con muestras de semen de
35 toros (en cinco centros de inseminacion artificial diferentes) diluidas y congeladas en
presencia de una de dos combinaciones diferentes de antibidticos: lincomicina-
espectinomicina-penicilina-estreptomicina (150 pug/mL, 300 pg/mL, 500 U/mL y 500 U/mL,
respectivamente) y gentamicina-tilosina-lincomicina-espectinomicina (250, 50, 150 y 300
pg/ml, respectivamente), mostraron contaminacién con micoplasmas en 65.7% de las
muestras evaluadas, mas de la mitad de las cuales fueron identificadas como U.

diversum (Marqgues et al., 2009).
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3.6 Metodologia

3.6.1 Localizacion

El desarrollo experimental de esta investigacion se llevo a cabo en dos laboratorios de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. La actividad antimicrobiana y la
hemolitica de los péptidos se evalud en el Laboratorio de Fisicoguimica Organica de la
Escuela de Quimica (Facultad de Ciencias), y el efecto de los péptidos sobre la movilidad
espermatica en semen bovino se evalué en el Laboratorio de Procesamiento de Semen
San Pablo del Departamento de Produccién Animal (Facultad de Ciencias Agrarias),

ubicado en la vereda Tablacito del municipio de Rionegro (Antioquia).

3.6.2 Peptidos

Los péptidos utilizados en esta investigacion, analogos de Dermaseptina S4, fueron
sintetizados por Selleck Chemicals®. Las soluciones stock (1 mM) fueron preparadas a
partir de cada péptido liofilizado usando agua destilada estéril y se almacenaron entre 0-
4°C hasta el momento de la experimentacion. Eventualmente, las soluciones
descongeladas fueron diluidas en un medio apropiado segun las necesidades del

experimento.

3.6.3 Célculo de parametros fisicoquimicos y estructurales

La longitud, la carga, el punto isoeléctrico, el indice de hidrofobicidad y el momento
hidrofébico relativo de los péptidos fueron calculados usando el programa Peptide ID 1.0
(Sanchez et al., 2014), el cual forma parte complementaria de esta tesis. El indice de
hidrofobicidad y el momento hidrofébico relativo se calcularon usando la escala de
hidrofobicidad de Fauchere-Pliska (Fauchere y Pliska, 1983). La hidrofobicidad interfacial
se calculd usando el médulo Totalizer del programa MPEx 3.2.11 (Snider et al., 2009), el
cual emplea la escala de hidrofobicidad interfacial de Wimley-White (Wimley y White,
1996). Esta escala representa la energia libre de transferencia de los aminoacidos
(AGyy) desde el agua hacia la interface de una bicapa lipidica compuesta por
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC). La tendencia a agregacion en solucion acuosa se

predijo utilizando el programa TANGO.
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3.6.4 Bacterias

Las cepas Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) fueron compradas al centro de recursos biolégicos
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Una cepa de Salmonella
fue un aislado clinico obtenido previamente por miembros de nuestro grupo de
investigacion. Las cepas Streptococcus salivarius, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus saprophyticus y Bacillus cereus fueron aislados de semen bovino
criopreservado sin antibidticos. La obtencién del semen y su criopreservacion fue
realizada como parte de este trabajo en el Laboratorio de Procesamiento de Semen San
Pablo, pero los aislamientos bacterianos y su identificacion fueron servicios técnicos
solicitados al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia (Sede
Medellin, Colombia) y al Laboratorio de Microbiologia del Hospital Veterinario de la
Universidad de Antioquia, Colombia.

3.6.5 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de los péptidos derivados de Dermaseptina S4 fue evaluada
mediante el método de microdilucion en caldo (Wiegand et al., 2008), usando medio de
cultivo Luria-Bertani (LB; triptona 10 g/L, extracto de lavadura 5 g/L, NaCl 5 g/L NaCl, pH
7.4). Esta actividad fue definida en términos de la concentracion minima inhibitoria (CMI),
gue corresponde a la concentracion de péptido mas baja que indujo 100% de inhibicién
del crecimiento bacteriano. Se determind la CMI de cada péptido contra las bacterias
anteriormente mencionadas. Los in6culos se prepararon en medio de cultivo LB
incubados a 37°C durante 8-16 h. A partir de este cultivo se prepar6 un inéculo de 1x10°
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) utilizando el mismo medio de
cultivo, cuya concentracion se estimé mediante mediciones de densidad 6ptica a 625 nm
en el rango 0,08-0,13 de absorbancia (Thermo Scientific Multiskan GO UV-Vis
spectrophotometer). Se adicion6 una alicuota de 100 uL de inéculo a cada uno de los
pozos de un plato de 96 pozos, conteniendo 100 yuL de medio de cultivo con diluciones
seriales dobles de cada péptido (desde 32 hasta 0.125 uM), 100 uL de medio de cultivo
solo (control negativo) o 100 pL de Triton X-100 15% (v/v) (control positivo) para obtener
un inéculo final de 5x10° UFC/mL. La inhibicién de la proliferacién se determiné por
mediciones de densidad Optica a 620 nm después de un periodo de incubacién de 16-18

h a 37°C. Cada experimento se realizé por triplicado.
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3.6.6 Prueba de hemalisis

La actividad hemolitica de los péptidos fue determinada usando glébulos rojos obtenidos
a partir de 1 mL de sangre humana fresca, como se describié previamente (Torcato et al.,
2013). Las células fueron lavadas tres veces en solucién salina (0.9% p/v) mediante
centrifugacion a 2700 xg por 1 min. El pellet de células rojas fue resuspendido con
solucién salina hasta alcanzar 10 mL de suspension celular con una concentracion
celular aproximada de 8%. Alicuotas de 90 pL de esta suspension fueron adicionadas a
10 pL de las soluciones de cada péptido, las cuales fueron preparadas en solucién salina
para obtener una concentracion final de 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 yM. La incubacién se
realizé a 37°C por 3 h en tubos eppendorf de 1.5 mL bajo agitaciéon continua. Muestras
de eritrocitos incubadas en presencia de solucion salina o de Triton X-100 0.5% fueron
incluidas para establecer el 0% y 100% de hemodlisis, respectivamente. Después del
periodo de incubacion, todas las muestras fueron centrifugadas y 70 uL de sobrenadante
de cada una fueron transferidos a un plato de 96 pozos para medir la liberacién de
hemoglobina mediante densidad Optica a 545 nm. El experimento fue repetido 3 veces y
el porcentaje de hemdlisis se calculé usando la Ecuacion (3.1). La actividad hemolitica se
analizé en términos de la concentracion hemolitica 50% (CHsg), que es la concentracion
gue causa una hemodlisis del 50% de la poblacion eritrocitos después del periodo de

incubacion.

ODs,4s tratamiento con péptido — ODsy5 control negativo

% hemolisis = (3.1)

ODs4s5 in 0.5% Triton X 100 — ODs,5 control negativo

3.6.7 Prueba de movilidad espermatica

El efecto de los derivados de Dermaseptina S4 sobre la movilidad espermética se analizé
en términos de la concentracion de inmovilizacion espermatica 50% (Clsy), que es la
concentracion que disminuye la movilidad espermatica progresiva a 50% a 38°C durante
1 h. Se obtuvo tres eyaculados (uno por cada experimento) de un mismo toro de la raza
BON, usando vagina artificial. Este toro ha sido aceptado como donador y ha registrado
descendencia normal mediante inseminacion artificial. Inmediatamente después de la
colecta, el semen fue transferido al cuarto de procesamiento y mantenido a 38°C en bafio
Maria mientras se evaluaron las caracteristicas seminales: volumen, pH, apariencia y
morfologia espermatica. Una alicuota de 5 puL de semen diluido 1:2 en solucion de citrato

de sodio (29 g/L en agua destilada) fue analizada mediante un sistema de analisis
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asistido por computador (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA) para evaluar la
concentracion y la movilidad espermatica. En los experimentos solo se incluyeron
muestras de semen con caracteristicas seminales normales y con mas de 60% de
movilidad progresiva. El resto del semen fue diluido en solucién de citrato de sodio para
obtener 120x10° espermatozoides/mL. Alicuotas de 30 pyL de suspensién espermatica
fueron adicionadas al mismo volumen de diluciones de péptido (64, 32 y 16 M en
solucién de citrato), solucion de citrato (control negativo) o Triton X-100 5% (v/v) (control
positivo). Después del periodo de incubacién, a 38°C por 1 h, una alicuota de 5 pL de
cada tratamiento fue tomada e insertada en una camara de conteo Leja (calentada a
37°C) para evaluar el porcentaje de movilidad espermética progresiva sobre al menos
300 espermatozoides usando el sistema CASA. Este experimento fue realizado por
triplicado.

3.6.8 Calculo del indice relativo de selectividad (IRS)

El indice relativo de selectividad (IRS) es un parametro que indica el grado selectividad
de un péptido por las células procariotas con respecto a las células eucariotas en
comparacion con un péptido de referencia. el IRS se calculé como la razén entre la
concentracion de péptido que disminuye la movilidad progresiva al 50% (concentracion
de inmovilizacion espermatica 50%, Clsg) y la CMI promedio (Clso/CMI promedio) de un
péptido dado dividido por la misma razdn correspondiente para un péptido de referencia,
en este caso K4S4. Asi, comparado con K4S4, valores de IRS >1 indican mayor
selectividad por células procariotas, valores <1 indican menor selectividad y valores

iguales a 1 indican que no hay diferencia en selectividad.
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3.7 Resultados

3.7.1 Disefio y seleccion de péptidos derivados de Dermaseptina
S4

Se evalud la actividad biol6gica de siete péptidos derivados de Dermaseptina S4; cuatro
de ellos, identificados como K4S4, S4(5-28), K4S4(1-15)a y K4S4(1-16)a, fueron
previamente disefiados y reportados por Feder et al. (2000). Estos péptidos, excepto
K4S4, fueron escogidos en este trabajo por su alto indice relativo de selectividad, es
decir porque poseen baja actividad hemolitica y alta actividad antimicrobiana. Por el
contrario, el derivado K4S4 fue escogido con el proposito de comparacién, por ser un
potente antimicrobiano y hemolitico (Feder et al., 2000). Los tres péptidos restantes,
S4(5-28)a, K20S4(5-28) y K4S4(1-15), fueron disefiados en este trabajo con el propésito
de evaluar el efecto del aumento de la carga neta positiva sobre otros pardmetro
fisicoquimicos y estructurales, y sobre la actividad biolégica de los péptidos. En la Tabla
3-1 estan reportados los valores de longitud, carga, hidrofobicidad interfacial (AGww),
indice de hidrofobicidad (IH), agregacion y momento hidrofébico relativo (uHr) de los

péptidos analizados, incluyendo la secuencia del péptido nativo, Dermaseptina S4 (S4).

Tabla 3-1. Propiedades de los péptidos derivados de Dermaseptina S4.

Péptido Secuencia® Longitud | Carga | AGww” | IH® Agregacién® | pHr
S4 ALWMTLLKKVLKAAAKAALNAVLVGANA 28 +4 1,63 | 15,23 214,2 0,24
K4s4 T 28 +5 22 |1301 158,6 0,23
S4(5-28) |  —mmmmmmmmmmmmmmeoooo 24 +4 | 345 | 9,74 159,5 0,23
S4(5-28)a | —--mm-mmmmmmmmmmmmmmmeo NH2 24 +5 | 155 | 974 163,5 0,23
K20S4(5-28) | ~ --------------- O 24 +5 | 402 | 935 91,5 0,24
K4S4(1-16)a e NH2 16 +6 | 042 | 682 0 05
K4S4(1-15)a e S NH2 15 +5 | -1,41 | 781 0 05
KA4S4(1-15) e S 15 +4 049 | 7,81 0 0,5

TLas secuencias se muestran usando el codigo de una letra para los aminoacidos.

2 Hidrofobicidad interfacial (Kcal/mol).

% valor de tendencia a agregacion total que resulta al sumar la contribucién de cada residuo (Fernandez-

Escamilla et al., 2004).
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Los péptidos fueron disefiados haciendo diferentes sustituciones y/o deleciones a la
secuencia de Dermaseptina S4. K4S4 es un derivado que se formd sustituyendo la
metionina (M) en la posicion 4 por una lisina (K) (esta sustitucion se puede abreviar como
M4K). Los péptidos K4S4(1-16)a y K4S4(1-15)a combinan la sustitucion M4K con la
delecién de 12 y 13 residuos del extremo C-terminal, respectivamente, y, ademas, tienen
una carboxiamidacion (la “a” indica la amidacién del péptido) en el extremo C-terminal.
K4S4(1-15) posee las mismas caracteristicas de K4S4(1-15)a pero con el extremo
carboxilo libre. S4(5-28), S4(5-28)a y K20S4(5-28) son derivados obtenidos por delecion
de los primeros 4 residuos del extremo N-terminal, pero S4(5-28)a se obtuvo
neutralizando la carga negativa del extremo C-terminal con una amidacion, mientras que
K20S4(5-28) con la sustitucién de un residuo de asparagina (N) por una lisina (K) en la
posicion 20 (N20K) (Figura 3.1, Tabla 3.1). La nomenclatura utilizada para identificar
estos péptidos, sigue el mismo patrén utilizado en otros trabajos, teniendo como
referencia la secuencia y la longitud del péptido nativo, Dermaseptina S4 (Feder et al.,
2000; Kustanovich et al., 2002; Navon-Venezia et al., 2002; Zairi et al., 2007, 2008, 2013)
(Tabla 3.1).

Con respecto a S4(5-28), la amidacion C-terminal de S4(5-28)a aumentd dos veces la
hidrofobicidad interfacial (AG 1.55 kcal/mol), mientras que la sustitucion N20K en
K20S4(5-28) la disminuy6 (AG 4,02 kcal/mol). El indice de hidrofobicidad indica también
gue K20S4(5-28) es menos hidrofébico, en cambio la amidacién C-terminal no cambié la
hidrofobicidad de S4(5-28). En general, todos los derivados de Dermaseptina S4

presentaron un indice de hidrofobicidad menor que el péptido nativo (Tabla 3.1).

Todos los péptidos utilizados presentaron un cardcter anfipatico, con los sectores
hidrofébicos e hidrofilicos claramente definidos por los residuos de lisina (Figura 3.1). El
angulo polar para los derivados de delecion N-terminal (Figura 3.1 A, B) y para los

derivados de delecion C-terminal (Figura 3.1 C, D) es de 140° y 160°, respectivamente.
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Figura 3.1: Representacion helicoidal. Representada como la proyeccién axial 2-
dimensional de una hélice-a ideal, se pueden identificar los residuos de lisina que definen
el sector hidrofilico y los demas residuos que conforman el sector hidrofébico de cada
péptido. La figura emplea el cédigo de una letra para los amino&cidos. Los residuos de
lisina (K) cargados positivamente son coloreados azul, los residuos hidrofébicos, leucina
(L) y valina (V), son coloreados amarillo y los residuos de alanina (A) y de glicina (G) son
coloreados gris. Dentro del diagrama se indica el &ngulo polar. Estas imagenes fueron
construidas con la ayuda del programa Heliquest (Gautier et al., 2008) y posteriormente
modificadas.

K4S4(1-15)a, K4S4(1-15) K4S4(1-16)a
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3.7.2 Agregacion en solucion

La Dermaseptina S4 contiene 28 amino&cidos, 22 de los cuales son hidrofébicos (78.6%)
y 6 hidrofilicos. El perfil de hidrofobicidad muestra cuatro cargas positivas concentradas
en medio de la estructura primaria del péptido flanqueadas por dos tramos altamente
hidrofébicos, a los que nos referimos en adelante como dominios hidrofébicos N- y C-

terminales (Figura 3.2).

Figura 3.2:  Perfil de hidrofobicidad de Dermaseptina S4. Prediccion tedrica de la
hidrofobicidad de los péptidos utilizando la escala de hidrofobicidad de Fauchere-Pliska
(1983). Los aminoacidos con valores por encima de cero tienen mayor afinidad por la
membrana que por el ambiente acuoso. Para obtener este grafico se utiliz6 el programa
Peptide ID 1.0 (Sanchez et al., 2014).

indice de hidrofobicidad

Dermaseptina S4

Las propiedades de agregacién de Dermaseptina S4 y sus derivados fueron estimadas
usando TANGO, un algoritmo para predecir la tendencia a agregacion en solucion
acuosa de péptidos y proteinas (Fernandez-Escamilla et al., 2004). La figura 3.3 muestra
el perfil de tendencia de agregacion en soluciéon acuosa de cada péptido, mientras que la
Tabla 3.1 muestra la tendencia a agregacion total. Similar a los resultados obtenidos en
otros trabajos (Feder et al., 2000; Kustanovich et al., 2002), los calculos de TANGO
sugieren que los péptidos tienen diferentes grados de agregacién. Este algoritmo predijo

una mayor agregacién para Dermaseptina S4 comparado con sus derivados (Feder et al.,
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2000; Kustanovich et al., 2002) e identificé dos regiones que contribuyen a la agregacion:
la primera esta en el dominio hidrofébico N-terminal y abarca los residuos 2-7, mientras
gue la otra region, situada en el dominio hidrofébico C-terminal, presenta una mayor
tendencia e involucra una region mas extensa (residuos 17-27) (Figuras 3.2 y 3.3). La
sustitucion M4K indujo una disminucién de la tendencia de agregacion de K4S4. De
manera similar, los péptidos K4S4(1-16)a, K4S4(1-15)a y K4S4(1-15), que poseen
también la sustitucion M4K y que carecen del domino C-terminal, no presentaron
tendencia a agregacion. La amidacion del extremo C-terminal de S4(5-28) no afecto la
agregacion en S4(5-28)a, en cambio la sustitucion N20K (para generar el péptido
K20S4(5-28)) resulté en una pérdida de tendencia de agregacion (91.4598) (Tabla 3.1).

Figura 3-3: Perfil de agregacion de Dermaseptina S4 y sus derivados. La
tendencia a agregacion fue estimada usando el algoritmo TANGO (Fernandez-Escamilla
et al., 2004) con los siguientes parametros: temperatura 298.15 K, pH 7.2 y fuerza ionica
0.1 M.
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3.7.3 Actividad antibacteriana

Los péptidos K4S4, S4(5-28)a, K20S4(5-28) y K4S4(1-15)a, en el rango de concentracion

de 1 a 32 uM, inhibieron completamente el crecimiento bacteriano de todas las cepas
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evaluadas. Esta actividad antibacteriana presenté dependencia de concentracién, siendo
mas potentes los péptidos con mayor carga. Los péptidos S4(5-28)a y K20S4(5-28), con
una carga +5, presentaron un incremento en la actividad antibacteriana en comparacién
con su contraparte S4(5-28), que tiene una carga +4. S4(5-28)a y K20S4(5-28) fueron
mas activos que S4(5-28) contra todas las cepas evaluadas, excepto K20S4(5-28) contra
S. salivarius, cuya actividad fue igual a la de S4(5-28) e inferior que la de K4S4(1-15).
Este dltimo, fue el péptido con menor actividad antibacteriana, inhibiendo la proliferacion
de tan solo cuatro de las ocho cepas bacterianas evaluadas. En cambio, la amidacion del

extremo C-terminal de K4S4(1-15)a potencio la actividad antibacteriana (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Actividad biol6gica de los péptidos derivados de Dermaseptin S4.

Concentracién minima inhibitoria - CMI (uM)*

Parametro K4S4 S4(5-28) S4(5-28)a | K20S4(5-28) | K4S4(1-16)a | K4S4(1-15)a | K4S4(1-15)
E. coli 3+£1.15 542 2.5%1 3.5+3 3.3£1.15 2.7+1.15 12+4.62
P. aeruginosa 8 26.7£9.2 16 8 10.7+£4.6 13.3+4.6 >32
Salmonella sp. 4 26.7£9.2 10.7£4.6 10.7+x4.6 6.7£2.3 6.7£2.3 >32

S. salivarius 4 10.7+4.6 5.3£2.3 10.7+4.6 3.7+3.8 1 8

S. aureus 12+4.6 28+8 14+4 10+4 >28+8 12+4.6 >28+8
S. haemolyticus 10.7£4.6 13.3+4.6 6.7£2.3 6.7£2.3 5.3£2.3 3.3£1.2 >16

S. saprophyticus 16 >16 6.7+2.3 16 4 2.7+1.2 >16

B. cereus 4 14.7£15.1 6.7+2.3 10.7+4.6 5.3+2.3 4 26.7+.2
CMI promedio 7.71 17.64 8.58 9.54 8.38 5.71 21.34
CHso” 27.92+8.1 | >100 >100 >100 88.21+5.1 83.25+7 >100
Clso® <8.75 28.41+20.3 | 21.46+x3.4 38.71+3.7 71.01+9.9 49.27+29.8 59.847.3
IRS? 1 1.42 2.2 3.57 7.47 7.6 2.47

T Concentracién minima inhibitoria del crecimiento bacteriano (media + D.E.).

% Concentracién hemolitica 50% (media + D.E.).

% Concentracién de inmovilizacion espermatica 50% (media +D.E.)

* indice relativo de selectividad.

3.7.4 Toxicidad contra células de mamifero

Para determinar la citotoxicidad de los derivados de Dermaseptina S4, se investigd su
efecto sobre globulos rojos de humano y sobre la movilidad espermatica de semen

bovino. Ambos experimentos fueron realizados en soluciones simples (Solucién salina
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0.9% vy solucién de citrato de sodio 29 g/L en agua destilada, respectivamente) con el

propésito de minimizar interacciones de los péptidos con otros componentes del medio.

= Actividad hemolitica

La figura 3.4 muestra el efecto de la concentracién de cada péptido sobre la hemodlisis,
mientras que la tabla 3.2 muestra el valor de CHs,. El efecto toxico de cada péptido fue
dependiente de la concentracién. K4S4 presentd una alta actividad hemolitica del 50% a
una concentracion de 27.92 uM. En cambio, los demas derivados de Dermaseptina S4
presentaron menor actividad hemolitica. La eliminacion de los primeros cinco residuos
del extremo N-terminal disminuyé la actividad hemolitica, tal que la maxima
concentracién evaluada (100 pyM) de los péptidos S4(5-28), S4(5-28)a y K20S4(5-28) no
fue suficiente para lisar al 50% de los eritrocitos. Sin embargo, el péptido K20S4(5-28)
fue mas hemolitico que S4(5-28)a, pero ambos fueron mas hemoliticos que su
contraparte, S4(5-28). El péptido K4S4(1-15), que a diferencia de K4S4(1-15)a y de
K4S4(1-16)a, posee un extremo carboxilo C-terminal y menor carga neta positiva (+4, +5
y +6, respectivamente), presentd una disminucibn muy pronunciada de la actividad
hemolitica, de hecho fue el derivado menos hemolitico de todos. K4S4(1-16)a y K4S4(1-
15)a presentaron una actividad hemolitica intermedia, logrando lisar el 50% de células
rojas con 88.21 y 83.25 uM, respectivamente (Figura 3.4, Tabla 2).

Figura 3.4: Actividad hemolitica de derivados de Dermaseptina S4 en solucion salina a

37°C durante 3 h. El control positivo corresponde 100% de lisis causada por Triton X-100.
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» Actividad sobre la movilidad espermatica

Los péptidos derivados de Dermaseptina S4 se evaluaron sobre la movilidad espermatica
tras 1 h de incubacion de semen fresco diluido en presencia de cada péptido a diferentes
concentraciones (16, 32 'y 64 umol/L). En la Figura 3.5 se puede observar el efecto de la
concentracion de cada péptido sobre la movilidad espermatica progresiva y en la Tabla
3.2 se reportan los valores de Cls, de cada péptido. Con el tratamiento control se puede
observar que entre el 68 y 70% de los espermatozoides presentaron movilidad
progresiva. La respuesta en la actividad de los péptidos sobre los espermatozoides fue
similar a la actividad hemolitica. Todos los péptidos redujeron la movilidad espermética
de manera dependiente de la concentracion. K4S4 present6 la actividad mas potente de
inmovilizacion, reduciendo completamente la movilidad espermatica en todas las
concentraciones evaluadas, mientras que los demas péptidos fueron considerablemente
menos toxicos, siendo K4S4(1-16)a y K4S4(1-15) los menos toxicos. La amidacion del
extremo C-terminal de S4(5-28), para dar S4(5-28)a, aumento la hidrofobicidad interfacial
y la actividad de inmovilizaciobn espermatica, mientras que la sustitucion N20K, para
producir K20S4(5-28), causo el efecto inverso. No obstante, ambos péptidos presentaron
un indice relativo de selectividad (IRS) mayor que S4(5-28) y K4S4. De manera similar, la
version amidada de K4S4(1-15) presentdé mayor hidrofobicidad interfacial, mayor
actividad de inmovilizacion espermatica y mayor IRS (Figura 3.4, Tabla 3.2). En orden de
menor a mayor selectividad obtuvimos, K4S4, S4(5-28)a, K20S4(5-28) K4S4(1-16)a y
K4S4(1-15)a (Tabla 3.2).

Figura 3.5: Efecto de los péptidos derivados de Dermaseptina S4 sobre la movilidad

espermatica progresiva.
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3.8 Discusion

El semen bovino colectado y procesado para criopreservacion normalmente resulta
contaminado con bacterias, muchas de las cuéles sobreviven a la criopreservacion a
pesar del uso de antibidticos en los diluyentes (Eaglesome et al., 1995; Althouse et al.,
2000; Thibier y Guerin, 2000; Gomez y Silveira, 2005; Silveira y Machado, 2005; de
Ruigh et al., 2006; Aurich y Spergser, 2007; Akhter et al., 2008; Marques et al., 2009;
Najee et al., 2012; Kilburn et al., 2013; Gloria et al., 2014). En este trabajo, se aislaron
cuatro cepas bacterianas y una cepa de levadura a partir de semen bovino diluido en
Tris-Yema y congelado sin antibidticos. Las bacterias aisladas fueron S. salivarius, S.
haemolyticus, S. saprophyticus y B. cereus, lo cual corresponde con otras investiaciones
(Alba-Gomez y Silveira-Prado, 2005; Silveira y Machado, 2005; Smole et al., 2010;
Gonzalez-Marin et al., 2011; Najee et al., 2012). La levadura, identificada como
Rhodotorula, fue reportada también en el trabajo de Brown et al. (1974). Estas bacterias
aisladas de semen, junto E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp., y S. aureus, fueron

utilizadas para determinar la actividad antimicrobiana de los péptidos.

La actividad biol6gica de los péptidos antimicrobianos es modulada por parametros
fisicoquimicos y estructurales, tales como carga, hidrofobicidad, anfipaticidad, distribucién
de cargas y agregacion (Dathe et al., 1996, 1997, 2001, 2002; Feder et al., 2000;
Yeaman y Yount, 2003; Toke, 2005). Con esto en mente, se seleccionaron siete péptidos
con el fin de analizar la relacion entre estos parametros y la actividad antibacteriana,
espermicida y hemolitica, buscando establecer unos criterios enfocados al disefio de
péptidos con alta potencia antibacteriana, pero con baja toxicidad contra células de
mamifero, especialmente contra espermatozoides bovinos. Dichos péptidos presentan
diferentes modificaciones en la carga neta positiva, las cuales a su vez, afectan los otros

parametros (Tabla 3.1).

En cuanto a la carga, los péptidos cuya carga neta positiva aument6 a +5, como en
K4S4, S4(5-28)a, K20S4(5-28), K4S4(1-15)a, 0 aument6 a +6, como en K4S4(1-16)a, se
observd mayor actividad antibacteriana. Por el contrario, los péptidos con carga inferior,
como K4S4(1-15) y S4(5-28), ambos con carga +4, presentaron baja actividad. Estos
resultados concuerdan con mdultiples investigaciones que muestran que el aumento de la

carga neta positiva favorece la afinidad por las células bacterianas y, en consecuencia,
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aumenta la actividad antibacteriana de los péptidos (Feder et al., 2000; Efron et al., 2002;
Kustanovich et al., 2002) (Tabla 3.2). Paralelamente, la toxicidad contra células de
mamifero, evaluada en términos de actividad hemolitica y de actividad sobre la movilidad
espermatica, también aumenté como consecuencia del aumento de la carga, pero este
efecto fue menos pronunciado, lo que se tradujo en un aumento de la selectividad celular

(mayor IRS) de estos péptidos (Tabla 3.2).

La tendencia a agregacién en solucibn acuosa es otro parametro importante para la
actividad y la selectividad antibacteriana (Feder et al., 2000; Toke, 2005). Esta propiedad
puede ser explicada por la capacidad de los péptidos para formar agregados
(oligbmeros) en solucién acuosa estableciendo interacciones hidrofébicas con otros
mondmeros. Debido al aumento de tamafio y a la pérdida de flexibilidad, tales agregados
son incapaces de pasar a través de la capsula de polisacéaridos, de la membrana externa
y de la pared celular bacteriana, antes de poder alcanzar e interactuar con la membrana
plasmética, que es el blanco de accion. En consecuencia, los péptidos con alta tendencia
a agregacion son débilmente activos contra las bacterias; en cambio, para un péptido
monomérico es mas facil alcanzar la membrana y presentar una actividad antibacteriana
efectiva (Feder et al., 2000; Kustanovich et al., 2002; Toke, 2005). Por lo tanto, para el
disefio de péptidos antimicrobianos, normalmente se desea reducir la agregacion para

favorecer la actividad antibacteriana (Feder et al., 2000).

La capacidad de agregacién de los péptidos en esta tesis fue estimada usando el
algoritmo TANGO, segun el cual, la Dermaseptina S4 presenta mayor tendencia a
agregacion que sus derivados y tiene dos regiones que contribuyen a esta propiedad
(Figura 3.3), las cuales coinciden con dos dominios hidrofébicos N-terminal y C-terminal.
(Figuras 3.2). Estos resultados concuerdan con otros trabajos que han demostrado
experimentalmente las propiedades de agregacion de la Dermaseptina S4 y de sus
derivados, y que sugieren que la agregacion se da mediante interacciones hidrofébicas
(Feder et al., 2000). De ser asi, probablemente la delecién de los dominios hidrofébicos
y/o la insercién de cargas positivas en estas regiones interfieran desfavorablemente con
la agregacion, ya sea por ausencia del dominio hidrofébico o por repulsion electrostatica
entre residuos cationicos (Feder et al., 2000). En efecto, la sustitucion M4K en el dominio
N-terminal indujo una disminucién de la tendencia a agregacion de K4S4 (Tabla 3.1),

confirmando los resultados obtenidos en otros trabajos (Feder et al., 2000; Kustanovich
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et al.,, 2002). De manera similar, los péptidos K4S4(1-16)a, K4S4(1-15)a y K4S4(1-15),
gue poseen también la sustitucion M4K y, que ademas, carecen del domino hidrofébico
C-terminal, no presentaron tendencia a agregacion. Por otro lado, la amidacion del
extremo C-terminal de S4(5-28)a no afectd la agregacion, en cambio la sustitucion N20K
de K20S4(5-28) resulté en una pérdida de tendencia a agregacion, aunque fue
insuficiente para inhibir completamente la agregacion (Tabla 3.1). A partir de estos
resultados se puede concluir que el perfil de agregacion de los péptidos es influenciado
por la hidrofobicidad, pero también por la distribucion de las cargas positivas. Asi, la
introduccion de aminoécidos catiénicos en alguno de los dominios hidrofobicos y/o la

eliminacion de dichos dominios afecta negativamente la agregacion.

En general, la disminucién de la agregacién favorecio la actividad antibacteriana, pero
este efecto dependié de la carga; solo los péptidos con mayor carga y disminucién de la
agregacion presentaron un aumento de la actividad antibacteriana. Por ejemplo, la
sustituciéon M4K aumenté la carga de K4S4 causando una disminucién de la tendencia a
agregacion, lo cual potenci6 la actividad antibacteriana del péptido 40 veces por encima
de la actividad de la Dermaseptina S4 (Feder et al., 2000). De manera similar, los
derivados de delecion C-terminal, S4(5-28), S4(5-28)a y K20S4(5-28), tienen una
tendencia a agregacién similar, pero solo S4(5-28)a y K20S4(5-28), cuya carga aumento
de +4 a +5, presentaron un aumento de la actividad antibacteriana. lgualmente, K4S4(1-
15), K4S4(1-15)a y K4S4(1-16)a poseen la misma tendencia a agregacién, pero solo
K4S4(1-15)a y K4S4(1-16)a, que tienen un aumento de la carga, fueron potentes

antibacterianos.

Entre todos los derivados de Dermaseptina S4 evaluados, K4S4(1-15)a presentd la
actividad antimicrobiana mas potente contra todas las cepas bacterianas evaluadas.
K4S4(1-16)a fue también muy activo, excepto contra S. aureus. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en otros estudios (Feder et al., 2000, Kustanovich et al.,
2002; Zairi et al., 2008). Con el propésito de ganar mayor conocimiento sobre las
caracteristicas estructurales que respaldan la potente actividad antibacteriana y la
selectividad de K4S4(1-15)a, se disefid el péptido K4S4(1-15), cuya Unica diferencia
entre ambos péptidos es la amidacion del carboxilo C-terminal. Los resultados indicaron
gue esta modificacién disminuyd drasticamente la actividad del péptido contra todas las

bacterias y células de mamifero evaluadas, sugiriendo que la amidacion es necesaria
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para la actividad del péptido. Una explicacion es que la amidacion C-terminal estabiliza la
formacion de una hélice-a anfipatica tras la unién del péptido a la membrana, facilitando
la actividad del péptido (Shalev et al., 2002; Dennison y Phoenix, 2011). Para estimar la
helicidad de los péptidos en cuestion, utilizamos el algoritmo AGADIR (Mufioz y Serrano,
1994) el cual indicé que K4S4(1-15)a presenta una helicidad >2 veces que su analogo
no-amidado. Por lo tanto, la alta potencia del péptido amidado (K4S4(1-15)a) puede ser
atribuida también a una mayor carga neta positiva y a la estabilizacion de la
conformacion helicoidal. Una comparaciéon similar se puede hacer entre los péptidos
S4(5-28) y su andlogo amidado, S4(5-28)a. Este ultimo presentd mayor actividad
biol6gica que S4(5-28), aunque la helicidad de estos dos péptidos, calculada por
AGADIR (Mufioz y Serrano, 1994), fue similar. Probablemente, en este caso, la
potenciacién de la actividad presentada por S4(5-28)a es consecuencia principalmente
del aumento de la carga neta positiva, mas que por estabilizacion de conformacién
helicoidal. Los resultados indican que la amidacién C-terminal de los péptidos podria

tener un efecto potenciador de la actividad antibacteriana.

La selectividad celular es un aspecto clave para el disefio de péptidos antimicrobianos
como estrategia de control bacteriano del semen bovino. ldealmente, los péptidos deben
actuar solo contra células bacterianas, es decir, sin afectar negativamente las células
espermaticas. También es fundamental minimizar la posibilidad de que la exposicién del
tracto reproductivo femenino a los péptidos pueda causar irritacion u otro efecto adverso.
Por lo tanto, en este trabajo se evalu6 el efecto de los péptidos sobre la movilidad
espermatica y sobre la hemodlisis como indicadores de toxicidad contra células de
mamifero. En estos experimentos se encontré que K4S4 fue altamente toxico contra
ambos tipos de células, por lo que, a pesar de su excelente actividad antibacteriana, este
péptido puede ser descartado como candidato para el control de la contaminacién del
semen vy, probablemente también, para cualquier otra aplicacion que requiera contacto
con células de mamifero. De acuerdo con las observaciones obtenidas, la baja
selectividad de K4S4 podria estar relacionada con sus propiedades fisicoquimicas y
estructurales particulares: alta hidrofobicidad, alta carga positiva y una tendencia a

agregacion intermedia (Tabla 3.1).

En conclusion, en este trabajo se ha identificado un conjunto de péptidos antimicrobianos

con potencial para el control bacteriano del semen bovino. Estos péptidos presentaron
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potente actividad in vitro contra varias bacterias Gram negativas y Gram positivas, y baja
toxicidad contra eritrocitos y contra espermatozoides. Los péptidos mas potentes y
selectivos fueron S4(5-28)a, K20S4(5-28), K4S4(1-16)a y K4S4(1-15)a. Los dos ultimos
presentaron la mayor potencia antimicrobiana, asi como el menor efecto adverso sobre la
movilidad espermatica. S4(5-28)a y K20S4(5-28) presentaron resultados intermedios. En
cambio, los otros péptidos fueron altamente hemoliticos y espermicidas o presentaron
baja actividad antimicrobiana. Este trabajo ha generado informacion sobre la influencia
de parametros como carga neta, hidrofobicidad, amidacion y agregacién sobre la
actividad bioldgica de los péptidos, que puede ser util para disefiar nuevos péptidos.
Futuras investigaciones deberian estar orientadas a potenciar la actividad antimicrobiana
de estos péptidos, reducir su toxicidad contra espermatozoides y evaluacion su
efectividad (solos y en combinacion con antibidticos) para el control bacteriano en

criopreservacion de semen bovino cuando son adicionados al diluyente de semen.
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4.Capitulo 2

Actividad biologica de derivados de
Dermaseptina S4 con diferente distribucion
de aminoacidos catidnicos

4.1 Resumen

La actividad biol6gica de los péptidos antimicrobianos es mediada principalmente por
interacciones electrostaticas e hidrofébicas que fomentan la union y la inserciéon en la
membrana celular, lo que perturba la estabilidad de la membrana y causa muerte celular.
El aumento de la carga neta positiva se relaciona con la afinidad y selectividad de los
péptidos por las células bacterianas. En este trabajo se investigd el efecto de la
distribucion de los aminoé&cidos catiénicos sobre la actividad antibacteriana (contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli) y citotéxica (contra eritrocitos humanos). Para
lograr esto, se utilizd un conjunto de 20 péptidos, cada uno con diferente distribucion de
los aminoéacidos catiénicos y sustitucion del triptéfano en la tercera posicién
(sustituciones W3l y W3K), los cuales fueron disefiados a partir de la secuencia del
péptido K4S4(1-15)a, un derivado de 15 residuos del péptido antimicrobiano natural
Dermaseptina S4 que presenta alta actividad antimicrobiana y selectividad celular. Con
base en el andlisis de varios parametros fisicoquimicos y estructurales, como agregacion,
anfipaticidad, angulo polar e hidrofobicidad, se escogieron 5 péptidos a los que se les
determind la actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y
la actividad citotdxica contra eritrocitos humanos. Los resultados obtenidos indican que la
distribucion de amino&cidos cationicos afecta la actividad antibacteriana, aunque no se
observd una correlacién entre estas dos variables. En cambio, cuando la dispersion
catidnica de los péptidos fue alta, se observé una disminucion de la actividad hemolitica.

Comparado con K4S4(1-15)a, los péptidos evaluados presentaron una menor actividad
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antibacteriana contra E. coli y ninguna actividad detectable contra S. aureus, lo cual fue
atribuido a la sustitucion del residuo de triptéfano. Sin embargo, la sustitucion W3l
favorecié la selectividad celular de K(4,8,9,12) contra E. coli, ya que la actividad
hemolitica de este péptido disminuy6é apreciablemente y mantuvo una alta actividad
antibacteriana. Lo anterior proporciona informacion atil para el disefio de péptidos
antimicrobianos y optimizacion de su actividad antibacteriana y citotdxica. Por lo tanto, se
propone que la distribucién catiénicos puede ser aplicada para el disefio racional de

péptidos en combinacién con otros pardmetros estructurales.

Palabras clave: péptidos antimicrobianos, distribucion de cargas, selectividad celular,
cationicidad.
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4.2 Introduccidn

Actualmente, el conocimiento sobre el mecanismo de accion de los péptidos
antimicrobianos y su relacién con la selectividad celular es limitado (Yuin Ong et al.,
2014). La selectividad celular se atribuye a las diferencias bioquimicas entre las
membranas celulares procariotas y eucariotas. Dado que las membranas celulares
procariotas contienen mayor cantidad de fosfolipidos anidnicos, son el blanco preferido
de los péptidos catidnicos (Matsuzaki, 1999, 2009; Huang, 2000), cuya carga actia como
la principal fuerza conductora para la unién sobre las membranas bacterianas (Yeaman y
Yount, 2003; Teixeira et al., 2012).

La dispersion cationica es un paradmetro directamente relacionado con la cationicidad y
se refiere a la distribucion de los aminoécidos cationicos en el sector hidrofilico de una
hélice-a anfipatica (Kim y Cha, 2010). Para una carga fija, existen multiples posibilidades
de distribuir los aminoacidos catiénicos en la secuencia; si estos estdn ampliamente
distribuidos, entonces la dispersién cationica es alta, pero, si estan concentrados en una
zona determinada de la secuencia, entonces la dispersién cationica es baja. Este
pardmetro se calcula en una escala de 0 a 1, siendo 1 el valor correspondiente a la
maxima dispersion catiénica (Kim y Cha, 2010), lo cual, probablemente, permite mayor
area de interaccion del péptido con los fosfolipidos anidonicos de la membrana celular
bacteriana y minimiza la repulsién electrostatica entre residuos de lisina, estabilizando la

estructura helicoidal del péptido (Kim y Cha, 2010).

Considerando que la cationicidad es un factor clave para la selectividad celular de los
péptidos antimicrobianos y que la dispersién catidnica afecta la actividad antimicrobiana
(Kim y Cha, 2010), resulta interesante explorar distintas modificaciones de este
parametro buscando optimizar la actividad de algun péptido antimicrobiano conocido. Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la distribucion de los
aminodcidos catiénicos y de otros parametros fisicoquimicos y estructurales, como
hidrofobicidad, momento hidrofébico, agregacion y &angulo polar, sobre la actividad
biol6gica de los péptidos antimicrobianos. Para esto, se disefidé un conjunto péptidos
analogos de K4S4(1-15)a con diferente distribucion de los aminoacidos catiénicos y se

evalug la actividad antibacteriana y hemolitica.
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4.3 Metodologia

4.3.1 Localizacion

El desarrollo experimental de esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de
Fisicoguimica Organica de la Escuela de Quimica (Facultad de Ciencias), en la

Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

4.3.2 Disefio de péptidos

A partir de la secuencia de K4S4(1-15)a, se disefiaron 20 péptidos con diferente
distribucién de los aminoacidos catiénicos, de los cuales, 19 tienen una sustitucion del
residuo de triptéfano (W) en la tercera posicion por un residuo de isoleucina ()
(sustituciéon W3I), y el otro péptido tiene la sustitucion W3K. A partir del diagrama de
Edmuson de la Rueda Helicoidal de K4S4(1-15)a, se identificaron los residuos que
conforman el sector hidrofilico (posiciones 1, 4, 5, 8, 9, 12 y 15) y el sector hidrofébico
(posiciones 2, 3, 6, 7, 10, 11, 13 y 14) (Figura 4-1), lo cual sirvi6 para guiar el disefio de
los péptidos manteniendo la anfipaticidad. Los péptidos utilizados en esta investigacion
fueron sintetizados por EZBiolab®. Las soluciones stock (1 mM) fueron preparadas a
partir de cada péptido liofilizado usando agua destilada estéril y se almacenaron a 0-4°C
hasta el momento de la experimentacion. Eventualmente, las soluciones descongeladas

fueron diluidas en un medio apropiado segun cada experimento.

4.3.3 Andlisis bioinformatico

La longitud, la carga, el momento hidrofobico relativo, la hidrofobicidad y el punto
isoeléctrico de los péptidos fueron calculados usando el programa Peptide ID 1.0
(Sanchez et al.,, 2014), el cual forma parte complementaria de esta tesis. Para el
momento hidrofébico relativo y la hidrofobicidad se utilizé la escala de hidrofobicidad de
octanol de Fauchere-Pliska (Fauchere y Pliska, 1983). La prediccién de la tendencia a
agregacion en solucién acuosa (pH 7,2; 298,15 K; fuerza iénica 0,02) se hizo usando el
software TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004). La dispersion catidnica se calculd

segun la definicion dada por Kim y Cha (2010).



46 Disefio de Péptidos Antimicrobianos Derivados de Dermaseptina S4

Figura 4-1: Diagrama helicoidal del péptido molde K4S4(1-15)a. Representada
como la proyecciéon axial 2-dimensional de una hélice-a ideal, se pueden identificar los
residuos de lisina (K, circulos azules) que definen el sector hidrofilico del péptido
(posiciones 1, 4, 5, 8, 9, 12 y 15) y los demas residuos que conforman el sector
hidrofobico. Dentro del diagrama se indica el angulo polar. Fuera del diagrama se sefiala
(flecha roja) el triptéfano que fue modificado. Los residuos son mostrados usando el
codigo de una letra. Esta imagen fue construida con la ayuda del programa Heliquest
(Gautier et al., 2008) y posteriormente modificada.

W3I, W3K

4.3.4 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de los péptidos derivados de Dermaseptina S4 fue evaluada
mediante el método de microdiluciéon en caldo (Wiegand et al., 2008) usando medio de
cultivo Luria-Bertani (LB; triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L NaCl, pH
7.4). Esta actividad fue definida en términos de la concentracién minima inhibitoria (CMI),
gue corresponde a la concentracion de péptido mas baja que indujo 100% de inhibicién
del crecimiento bacteriano. Se determiné la CMI de cada péptido contra E. coli y S.
aureus. Estas bacterias tienen interés patolégico ya que existen cepas con resistencia a
antibioticos, razén por la que fueron seleccionadas como modelo de bacterias Gram
negativas y de Gram positivas, respectivamente. Las bacterias fueron cultivadas en
medio de cultivo LB a 37°C durante 8-16 h. A partir de este cultivo se prepar6 un in6culo

de 1x10° unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) utilizando el mismo
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medio de cultivo, cuya concentracion se estimé mediante mediciones de densidad 6ptica
a 625 nm en el rango 0,08-0,13 de absorbancia (Thermo Scientific Multiskan GO UV-Vis
spectrophotometer). Una alicuota de 100 pL de in6culo fue adicionada a cada uno de los
pozos de un plato de 96 pozos, conteniendo 100 uL de medio de cultivo con diluciones
seriales dobles de cada péptido (desde 32 hasta 0.125 yM), 100 uL de medio de cultivo
solo (control negativo) o 100 pL de Triton X-100 15% (v/v) (control positivo) para obtener
un indculo final de 5x10° UFC/mL. La inhibicién de la proliferacién se determind por
mediciones de densidad Optica a 620 nm después de un periodo de incubacién de 16-18
h a 37°C. Se realizaron tres repeticiones de cada experimento.

4.3.5 Prueba de hemolisis

La actividad hemolitica de los péptidos antimicrobianos se evalué usando eritrocitos de
sangre humana, los cuales fueron obtenidos a partir de 1 mL de sangre fresca y luego se
lavaron tres veces en solucion salina (0.9% p/v) mediante centrifugacion a 2700 xg por 1
min. El pellet de eritrocitos fue resuspendido con solucion salina hasta alcanzar 10 mL de
suspension con una concentracion celular aproximada de 8%. Alicuotas de 90 pL de esta
suspension fueron adicionadas a 10 puL de las soluciones de cada péptido, las cuales
fueron preparadas en solucién salina para obtener una concentracion final de 100, 50,
25,12.5y 6.25 ug/mL. La incubacion se realizé a 37°C por 3 h en tubos eppendorf de 1.5
mL bajo agitacién continua. Muestras de eritrocitos incubadas en presencia de solucién
salina o de Triton X-100 0.5% fueron incluidas para establecer el 0% y 100% de
hemolisis, respectivamente. Después del periodo de incubacion, todas las muestras
fueron centrifugadas y 70 pL de sobrenadante de cada una fueron transferidos a un plato
de 96 pozos para medir la liberaciéon de hemoglobina mediante densidad 6ptica a 545 nm
(Thermo Scientific Multiskan GO UV-Vis spectrophotometer). El experimento fue repetido

3 veces y el porcentaje de hemdlisis se calcul6 usando la Ecuacion (4.1):

0Ds,5 tratamiento con péptido—0Ds,s control negativo

% hemdlisis = (4.2)

ODs,s5 in 0.5% Triton X—100—0Ds45 control negativo
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4.4 Resultados

4.4.1 Disefio de péptidos

En la Tabla 4-1 se muestran la secuencia de los 20 péptidos disefiados y sus
propiedades fisicoquimicas y estructurales. La nomenclatura dada a cada péptido indica

la posicion de los residuos de lisina.

Tabla 4-1: Parametros fisicoquimicos y estructurales de los péptidos disefiados.

Péptido Secuencia® Agregacion mgrrg?gé?co E;?i%il’iiig)n Qggtrjlo
K4S4(1-15)a | ALWKTLLKKVLKAAA-NH2 0.00 0.50 1.00 160
K1,5,8,12 KLITKLLKAVLKAAA-NH2 0.00 0.56 0.29 120
K1,5,9,12 KLITKLLAKVLKAAA-NH2 0.00 0.54 0.21 160
K4,8,9,12 ALIKTLLKKVLKAAA-NH2 0.00 0.47 1.00 160
K4,9,12,15 ALIKTLLAKVLKAAK-NH2 0.00 0.45 0.71 160
K5,8,12,15 ALITKLLKAVLKAAK-NH2 0.00 0.54 0,57 120
K5,8,9,12 ALITKLLKKVLKAAA-NH2 | 0.00 0.52 0.50 160
K5,8,9,15 ALITKLLKKVLAAAK-NHZ 2.25 0.48 0.50 160
K4,8,9,15 ALIKTLLKKVLAAAK-NH2 2.32 0.45 0.43 160
K1,5,9,15 KLITKLLAKVLAAAK-NH2 3.03 0.49 0.79 160
K1,5,8,15 KLITKLLKAVLAAAK-NH2 11.69 0.54 0.57 120
K1,4,8,15 KLIKTLLKAVLAAAK-NH2 12.55 0.53 0.21 120
K1,5,8,9 KLITKLLKKVLAAAA-NH2 20.67 0.51 0.50 160
K1,4,8,9 KLIKTLLKKVLAAAA-NH2 21.19 0.47 0.71 160
K1,8,9,15 KLTATLLKKVLAAAK-NH2 | 60.64 0.49 0.50 140
K1,8,9,12 KLIATLLKKVLKAAA-NH2 62.21 0.52 0.50 120
K1,5,12,15 |KLITKLLAAVLKAAK-NH2 |97.19 0.54 0.57 120
K8,9,12,15 ALIATLLKKVLKAAK-NHZ 97.93 0.49 0.79 140
K1,9,12,15 KLIATLLAKVLKAAK-NH2 119.35 0.50 0.79 140
K1,4,12,15 KLIKTLLAAVLKAAK-NH2 160.56 0.52 0.50 120
K3,4,8,9,12 |ALKKTLLKKVLKAAA-NH2 |0.00 0.30 1.00 160

!Las secuencias son mostradas usando el cédigo de una letra para los aminoacidos. La amidacion C-terminal
es representada como NHj. Las secuencias resaltadas corresponden a los péptidos seleccionados para

evaluar la actividad bioldgica (Tabla 4-2).

De los 20 péptidos disefiados, se seleccionaron 5, teniendo como criterio la agregacion,

el angulo polar y la dispersion catidnica. La Tabla 4-2 muestra los resultados de actividad
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y las propiedades fisicoquimicas y estructurales de estos cinco péptidos, incluyendo el
péptido K4S4(1-15)a. Excepto K(5,8,12,15), que tiene un angulo polar de 120° los
demas péptidos seleccionados presentan un angulo polar de 160°, una dispersion
cationica entre 0.5 y 1.0, y ninguno tiene tendencia a agregacion (Tabla 4-2). Los
péptidos fueron cuidadosamente disefiados para mantener la anfipaticidad de la
estructura helicoidal (Figura 4-2). La modificacion de la distribucion de los aminoacidos
catidnicos en el sector polar de K4S4(1-15)a afectd varios pardmetros fisicoquimicos y
estructurales, pero la carga neta (+5) permanecié constante (+5), excepto en
K(3,4,8,9,12), cuya carga aumento a +6 como resultado de la insercion de un lisina en el
sector hidrofébico del péptido (sustitucion W3K). La sustitucion W3l disminuyd la
hidrofobicidad y el momento hidrofdbico relativo de los péptidos K(5,8,9,12), K(5,8,12,15),
K(4,8,9,12) y K(4,9,12,15), y la sustitucion W3K disminuyé ain mas el valor de estos
parametros de K(3,4,8,9,12) (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Actividad antimicrobiana y propiedades fisicoquimicas y estructurales de
los péptidos seleccionados.

péptido CMI (ug/mL)* Hemélzisis Caga | I L Disp.(,ars.ic')n Angulo
E. coli S. aureus (%) catiénica polar
K4S4(1-15)a 42+14 45 +7.07 18.9 5 7.81 0.50 1.0 160
K(5,8,9,12) 58+3.8 270 18.8 5 7.36 0.52 0.5 160
K(5,8,12,15) | 6.7 +2.88 >70 43.3 5 7.36 0.54 0.6 120
K(4,8,9,12) 10 270 35 5 7.36 0.47 1.0 160
K(4,9,12,15) 30+17.3 >70 7.2 5 7.36 0.45 0.7 160
K(3,4,8,9,12) 80 >70 2.0 6 4.57 0.30 1.0 160

Concentracién minima inhibitoria (media + D.E.).
%Porcentaje de hemolisis de cada péptido a 100 pg/mL.
*indice de hidrofobicidad.

“Momento hidrofébico relativo.
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Figura 4-2: Diagrama helicoidal de los péptidos seleccionados y evaluados. Las
proyecciones de rueda helicoidal muestran la distribucion de los residuos de lisina en el
sector hidrofilico (posiciones 1, 4, 5, 8, 9, 12 y 15) y los demas residuos que conforman el
sector hidrofébico. Dentro del diagrama se indica el nombre del péptido y su angulo polar.
Los residuos son mostrados usando el cédigo de una letra. Los residuos de lisina (K)
cargados positivamente son coloreados azul, los residuos hidrofobicos, leucina (L) y
valina (V), son coloreados amarillo y los residuos de alanina (A) y de glicina (G) son
coloreados gris. Esta imagen fue construida con la ayuda del programa Heliquest
(Gautier et al., 2008) y posteriormente modificada.

K(5,8,9,12) K(5,8,12,15) K(3,4,8,9,12)

4.4.2 Actividad antibacteriana

Se evalu6 contra E. coli y S. aureus (Tabla 4-2). K4S4(1-15)a present6 actividad contra
ambas bacterias, pero fue 10 veces mas potente contra E. coli que contra S. aureus.
Todos los anélogos de K4S4(1-15)a presentaron actividad contra E. coli, pero ninguno
presentd 100% de inhibicion del crecimiento de S. aureus. Los péptidos K(4,8,9,12) y
K(3,4,8,9,12), que tienen la misma distribucion de cargas que K4S4(1-15)a, presentaron

menor actividad contra E. coli en un factor de 2 y 19 veces, respectivamente. La
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dispersion cationica afectd la actividad antibacteriana, siendo K(5,8,9,12) el péptido mas

activo, mientras que K(4,9,12,15) el menos activo (Tabla 4-2).

4.4.3 Actividad hemolitica

La actividad hemolitica (% hemodlisis) de cada uno de los péptidos fue dependiente de
dosis (Figura 4-3). La Tabla 4-2 muestra los resultados de actividad hemolitica y se
puede observar que todos los péptidos presentaron baja citotoxicidad ya que la mayor
concentracion evaluada (100 pug/mL) fue insuficiente para lograr una hemdlisis del 50%.
Sin embargo, el péptido K(5,8,12,15) fue el mas téxico, causando un 43.3% de hemolisis
con 100 pg/mL. Por el contrario, K(3,4,8,9,12) present6 una drastica disminucién de la
actividad bioldgica, con una actividad hemolitica y antimicrobiana muy débiles.

Figura 4-3: Actividad hemolitica. Curvas de dosis respuesta obtenidas después de

incubacién de eritrocitos humanos por 3 h a 37°C.
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Los péptidos K(3,4,8,9,12), K(4,9,12,15)y K(4,8,9,12) presentaron menor actividad
hemolitica que K4S4(1-15)a, sin embargo, los dos primeros fueron también débiles
antimicrobianos. En cambio, K(4,8,9,12) presenté resultados mas interesantes.
Comparado con K4S4(1-15)a, la actividad antimicrobiana de K(4,8,9,12) contra E. coli

disminuyé en un factor de 2 veces, pero la actividad hemolitica disminuyé mucho mas.
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4.5 Discusion

En este trabajo se disefié un conjunto de 19 analogos de K4S4(1-15)a sustituyendo un
residuo de triptéfano por una isoleucina (W3l) y variando la distribucion de los residuos
cationicos. Un analogo adicional se obtuvo sustituyendo el residuo de triptéfano por una
lisina. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de estas modificaciones sobre la
actividad biolégica de los péptidos. Los resultados obtenidos sugieren que tanto la
actividad antibacteriana como la hemolitica se pueden potenciar o debilitar modificando la
distribucion de lisinas en el sector hidrofilico.

La determinacion de la influencia especifica de la distribucién de los aminoacidos
cationicos ha sido considerada en pocos estudios y presenta la dificultad de la variacion
simultdnea de otros parametros, principalmente el momento hidrofébico, el angulo polar y
la agregacion (Jiang et al., 2008; Sivakamasundari y Nagaraj, 2009; Kim y Cha, 2010).
En vista de ello, en este trabajo se traté de fijar la mayor cantidad posible de otros
pardmetros mientras se varié la distribucion de los aminoacidos catiénicos en el sector
hidrofilico. Todos los péptidos obtenidos por la sustitucibon W3l tienen la misma
composicion, longitud y carga neta positiva. Solo K(5,8,12,15) presenté un angulo polar
diferente, los demas péptidos mantuvieron constante este pardmetro en 160°. Por otro
lado, el péptido K(3,4,8,9,12) fue obtenido por sustitucion W3K de K4S4(1-15)a, lo que
caus6 una disminucion de la hidrofobicidad y un aumento de la carga neta positiva, pero

el angulo polar y la dispersion catidnica permanecieron constantes.

Inicialmente, disefiamos 20 secuencias peptidicas con diferentes distribuciones de carga
(Tabla 4-1), a partir de las cuales solo cinco fueron seleccionadas y sintetizadas (Tabla 4-
2). El principal parametro de seleccion fue la tendencia a agregacion. La agregacion
limita la actividad antibacteriana, ya que los agregados no pueden alcanzar la membrana
celular de las bacterias. En cambio, los péptidos monoméricos pueden atravesar e
interactuar mas facilmente con la pared bacteriana para luego alcanzar la membrana y
afectarla por algin mecanismo de disrupcion. Dado que la agregacién en solucién
acuosa es un importante modulador de la actividad antibacteriana, los péptidos
seleccionados fueron aquellos que no presentaron ninguna tendencia a agregacion,
permitiéndonos descartar 13 de 20 secuencias peptidicas. Los otros criterios de

seleccion fueron dispersion cationica entre 0.5y 1.0 y &ngulo polar entre 120° y 160°.
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Kim y Cha (2010) sugirieron que la dispersion catidnica tiene mayor influencia que el
momento hidrofébico (uHr) sobre la actividad antibacteriana. Aunque en este trabajo
efectivamente se encontré influencia de la distribucion de cargas sobre la actividad
antibacteriana, no se observo ninguna correlacién entre estas 2 variables, pero si entre el
MHr y la actividad antibacteriana. Mientras que los péptidos con bajo momento
hidrofébico, como K(3,4,8,9,12) (uHr = 0.3), son débilmente activos contra E. coli., los
péptidos mas anfipaticos son altamente antibacterianos. Por ejemplo, el péptido
K(4,9,12,15) (uHr = 0.45) present6 débil actividad antibacteriana, K(4,8,9,12) (uHr = 0.47)
presenté una actividad intermedia y K(5,8,9,12) (uHr = 0.52) presentd mayor actividad
antibacteriana. Por otro lado, la dispersion catiénica se correlaciond con la actividad
hemolitica, de tal manera que el aumento de la dispersion catiénica coincide con la
disminucion de la citotoxicidad. Para ilustrar esto, se pueden comparar los péptidos
K(5,8,9,12), K(4,9,12,15) y K(4,8,9,12), que tienen una dispersion catidnica creciente
(0.5, 0.7 y 1.0, respectivamente) y actividad hemolitica decreciente (18.8, 7.2 y 3.5 %).
Basado en estas observaciones, se puede concluir que mientras la dispersion catidnica
contribuye a disminuir la actividad hemolitica, el momento hidrofébico contribuye a

aumentar la actividad antibacteriana.

De acuerdo con la explicacién anterior, la alta anfipaticidad (uHr = 0.54) y baja dispersion
cationica de K(5,8,12,15) concuerdan con una buena actividad antibacteriana contra E.
coli y alta citotoxicidad. Sin embargo, es posible también que su toxicidad tan elevada, en
comparacion con los demas péptidos, sea consecuencia del angulo polar de 120° a

diferencia de los otros analogos que tienen un angulo polar de 160°.

Para analizar el efecto de las sustituciones W3l y W3K, se pueden comparar los
resultados obtenidos con los péptidos K(4,8,9,12) y K(3,4,8,9,12), los cuales tienen la
misma distribucion catidnica que K4S4(1-15)a y solo difieren en dichas sustituciones.
Estas modificaciones evidenciaron la importancia del triptéfano para la actividad de
K4S4(1-15)a. Estructuralmente, la sustitucion W3K causa una interrupcion del sector
hidrofébico con una lisina, lo cual debilité drasticamente la actividad biolégica del péptido
K(3,4,8,9,12), que fue el menos activo, posiblemente por una gran disminucién de la
hidrofobicidad y del momento hidrofébico que impediria establecer las interacciones

necesarias para la actividad litica contra células bacterianas y células de mamifero. De
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manera similar, la sustitucion W3l también disminuy6 la hidrofobicidad y el momento
hidrofébico relativo de K(4,8,9,12), lo cual resulta también en un debilitamiento de la
actividad, aunque en menor medida que K(3,4,8,912). Estos resultados son bastante
acordes con los reportes de otros trabajos que muestran la importancia de la
hidrofobicidad y del momento hidrofébico para la actividad antibacteriana de los péptidos

antimicrobianos (Feder et al., 2000; Toke, 2005; Giangaspero et al., 2001).

Varios trabajos han reportado que la sustitucién por un aminoacido cationico en el centro
del sector hidrofébico de una hélice-a anfipatica puede disminuir la actividad hemolitica e
incrementar o mantener la actividad antimicrobiana, que en otras palabras es aumentar la
selectividad por las células procariotas (Hawrani et al., 2008; Jiang et al., 2011, 2014).
Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no presentaron este
comportamiento. Aqui, la sustitucion W3K disminuyo6 la actividad hemolitica, pero debilitd
mucho la actividad antibacteriana, de modo que la selectividad celular fue desfavorecida.
La introduccién de un residuo catiénico en la cara hidrofobica del péptido puede dificultar
o impedir las interacciones hidrofébicas con las colas alifaticas de los fosfolipidos de las
membranas, disminuyendo la insercién del péptido, lo que explicaria los resultados
obtenidos. Por lo tanto, la introduccién de aminoacidos catidnicos en el sector hidrofébico
no necesariamente mejora las caracteristicas de actividad, sino que también podria
conducir a un debilitamiento de la estructura helicoidal, a una inestabilidad de los poros, y
eventualmente, a una reduccion de la actividad litica del péptido. Otra posible causa del
debilitamiento de la actividad biolégica de K(3,4,8,9,12), puede ser simplemente el hecho
de quitar el residuo de triptéfano. Una comparacién con K(4,8,9,12) soporta esta idea, ya
que la sustitucion W3l también causé un debilitamiento de la actividad, aunque en menor
grado. Dado que en este trabajo solo se probd la interrupcion del sector hidrofobico
mediante la sustitucion W3K, seria interesante ampliar este estudio para evaluar otras

sustituciones con lisina en varias posiciones del sector hidrofébico de K4S4(1-15)a.

En conclusién, los resultados obtenidos en este trabajo demostraron la posibilidad de
modular la actividad antibacteriana y citotoxica de los péptidos antimicrobianos
modificando la distribucién de los aminoacidos catiénicos y manteniendo la carga neta
positiva constante, en lugar de aumentarla. Entre los péptidos evaluados, K(4,8,9,12) fue
el mas selectivo, ya que presenté una actividad hemolitica muy baja y una actividad

antimicrobiana contra E. coli relativamente alta, mientras que los demas péptidos
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presentaron muy débil actividad antimicrobiana o muy alta actividad hemolitica. La
evaluacién del efecto de la sustitucion del residuo de triptéfano en la tercera posicién de
la secuencia de K4S4(1-15)a por una isoleucina mostré6 que la disminucién de la
hidrofobicidad permite disminuir la actividad hemolitica y mantener una alta actividad
antibacteriana, pero cuando la hidrofobicidad disminuye drasticamente, como ocurrié
sustituyendo el triptéfano por lisina, la actividad biologica de los péptidos también cae. En
general, estos resultados sugieren también un papel del triptéfano para la actividad
hemolitica, pero en especial para la actividad contra S. aureus. Esto abre la pregunta de
si esta respuesta contra S aureus se extiende a otras bacterias Gram positivas, y sugiere
la necesidad de investigar mas a fondo sobre el papel del triptéfano en la actividad contra
las bacterias Gram positivas.

En términos generales, se encontré una compleja interrelacion entre la distribucion de
cargas, el momento hidrofébico, la hidrofobicidad y el &ngulo polar. Una combinacion de
alta dispersion catidnica (= 0.7) con alto momento hidrofébico relativo (entre 0.47 y 0.54)
y un angulo polar amplio (160°) contribuye a disminuir la actividad hemolitica y a
mantener o a aumentar la actividad antibacteriana. Por el contrario, una combinacion de
baja dispersion catidnica y angulo polar estrecho es consistente con una alta actividad
hemolitica. Por lo tanto, modificando la distribucién de los aminoacidos catidnicos y los
otros parametros interrelacionados, se afecta la actividad biolégica de los péptidos
antimicrobianos y su espectro de accion, lo cual es una estrategia Gtil para evitar
caracteristicas de toxicidad indeseables y aumentar la selectividad celular mediante

manipulaciones racionales de su secuencia.
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Introduccion

Se han empleado diferentes estrategias para identificar y disefar péptidos
antimicrobianos potentes y selectivos (Zelezetsky y Tossi, 2006; Torrent et al., 2011).
Inspirados en una clase de péptidos antimicrobianos que muchos organismos producen
mediante protedlisis de una proteina precursora (Brand et al., 2012) y en varios estudios
en los que han obtenido péptidos antimicrobianos derivados de regiones de secuencia de
proteinas, nosotros hemos disefiado el programa Peptide ID 1.0, una herramienta para
analizar secuencias de proteinas y buscar segmentos con caracteristicas fisicoquimicas
similares a las de los péptidos antimicrobianos a-helicoidales anfipaticos. Segun esta
estrategia, la disponibilidad actual de proteomas de muchos organismos en bases de
datos publicas (por ejemplo, UniProt; http://www.uniprot.org/) supone una fuente enorme
para la busqueda de péptidos con potencial funcién antimicrobiana.

Antes de utilizar por primera vez el programa Peptide ID 1.0, recomendamos leer este
manual, en el cual describimos las caracteristicas, damos instrucciones de uso y
presentamos informacion importante para familiarizar al usuario con su funcionamiento
basico. El contenido de este manual se enfoca en el uso de Peptide ID 1.0 para buscar y
disefar péptidos antimicrobianos, pero el funcionamiento del programa es el mismo si se
quiere usar para otro tipo de péptidos bioactivos.
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Descripcion y bases tedricas

Los péptidos antimicrobianos son muy diversos tanto en su secuencia de aminoécidos
como en su estructura secundaria, pero poseen varias propiedades fisicoquimicas
comunes, como carga neta positiva (entre +3 y +6), longitud corta (entre 12 y 50
aminoacidos), contenido de aminoacidos hidrofobicos (50%), anfipaticidad, entre otras
(Torrent et al., 2011; Kang et al., 2012). Estas propiedades modulan las interacciones
péptido-membrana, influenciando la actividad de los péptidos en términos de potencia y
de selectividad antimicrobiana (Dathe et al., 1997; Dathe y Wieprecht, 1999; Yeaman y
Yount, 2003). Peptide ID 1.0 puede calcular varias de estas propiedades fisicoquimicas y
permite al usuario utilizarlas como criterio de busqueda de segmentos de secuencia en
una proteina. Luego, los segmentos encontrados por el programa pueden ser
considerados como péptidos capaces de formar hélices-a anfipaticas con potencial
actividad antimicrobiana, si sus propiedades fisicoquimicas calculadas son similares a las
de los péptidos antimicrobianos conocidos. Dada la coincidencia de las propiedades
fisicoquimicas entre péptidos antimicrobianos y péptidos no-antimicrobianos (Brand et al.,
2012), Peptide ID 1.0 no puede ser considerado un predictor, por lo que los segmentos
de secuencia deben ser cuidadosamente seleccionados por el usuario y posteriormente
validados mediante otras herramientas bioinformaticas y experimentalmente en el
laboratorio.

La funcién de Peptide ID 1.0 consiste basicamente en tomar como entrada (input) la
secuencia de aminoacidos de una proteina cualquiera para buscar segmentos de
secuencia que satisfagan varios criterios definidos por el usuario. Estos criterios son un
rango de valores para varias propiedades fisicoquimicas tipicas de los péptidos
antimicrobianos a-helicoidales anfipaticos: longitud (L), carga (Z), punto isoeléctrico (pI),
porcentaje de hidrofobicidad (%H), hidrofobicidad media (H,,) e hidrofobicidad total (H,);
ademas, el usuario puede excluir de la blsqueda segmentos de secuencia que
contengan determinado(s) aminoacido(s). Como resultado, el programa arrojara una lista
(output) con los segmentos de secuencia encontrados, indicando su posicién en la
proteina, su secuencia y el valor calculado de sus propiedades fisicoquimicas
anteriormente anotadas.

Peptide ID 1.0 también calcula el momento hidrofébico medio (uH) y el momento
hidrofébico relativo (1H,). Ademas de la escala de hidrofobicidad consenso de Eisenberg
(Eisenberg et al., 1982a), también se puede utilizar la escala de Kyte-Doolittle (Kyte y
Doolittle, 1982) y la escala de octanol de Fauchere y Pliska (Fauchere y Pliska, 1983)
para el calculo de la hidrofobicidad y del momento hidrofébico. Peptide ID 1.0 también
posee una consola complementaria, llamada “Analizar péptido”, que sirve para calcular
varias propiedades fisicoquimicas y estructurales de cualquier secuencia peptidica
individual introducida por el usuario. Esta consola permite modificar los extremos N-y C-
terminales (por acetilacion y amidacion, respectivamente) de la secuencia peptidica,
calcular la carga neta en funcion de pH y calcular la hidrofobicidad y el momento
hidrofébico para secuencias con aminoacidos no-naturales utilizando la escala de
hidrofobicidad de Tossi y colaboradores (Tossi et al., 2002). Adicionalmente, la consola
“‘Analizar péptido” genera una grafica de perfil de hidrofobicidad que muestra la
hidrofobicidad de cada aminoacido de la secuencia, utilizando cualquiera de las escalas
de hidrofobicidad disponibles por el programa.
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A continuacion describimos las propiedades fisicoquimicas y estructurales que calcula
Peptide ID 1.0

= Longitud (L)

La longitud es el anico parametro obligatorio que el usuario debe definir para ejecutar el
algoritmo de Peptide ID 1.0, dado que la funcion basica de este programa es fragmentar
la secuencia de la proteina en segmentos mas cortos, segun el rango de longitud elegido.
Los péptidos antimicrobianos son generalmente cortos (<50 aminoéacidos). En promedio,
la longitud de todos los péptidos naturales (2426) reportados en la Base de Datos de
Péptidos Antimicrobianos es de 32.32 aminoacidos (APD, Antimicrobial Peptide
Database, http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Este parametro puede jugar un papel en el
mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos, modulando la insercién en la
membrana (Shai, 2002). Ademas, este parametro tiene implicaciones econdémicas y
practicas ya que los péptidos cortos son mas econdémicos Yy faciles de sintetizar.

= Carga (2)

Muchos de los péptidos antimicrobianos conocidos presentan una carga neta positiva,
entre +2 y +9 (Yeaman y Yount, 2003; Teixeira et al., 2012); en promedio +3,18
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php; Wang y Wang, 2004; Wang et al., 2009). Esta
caracteristica, debida a los residuos de arginina y/o de lisina en su secuencia, juega un
rol predominante en las interacciones péptido-membrana, principalmente en la atraccion
inicial del péptido catidnico a la superficie aniénica de las membranas bacterianas (Dathe
et al., 2001). Debido a la naturaleza zwitteriénica de la membrana de las células de
mamiferos, la carga positiva de los péptidos también les confiere selectividad
antimicrobiana; una caracteristica fundamental para péptidos con potencial aplicacién
terapéutica y biotecnologica.

Usualmente, el aumento de la carga neta positiva de los péptidos antimicrobianos
favorece su afinidad y adsorcién por las membranas bacterianas, mejorando la actividad
litica (Dathe et al., 1997; Brogden, 2005). Pero hay un limite para estos efectos, ya que el
aumento de la carga mas alla de cierto umbral disminuye o elimina la actividad
antibacteriana (Giangaspero et al., 2001) y puede también aumentar la actividad
hemolitica (Dathe et al., 2001; Zelezetsky y Tossi, 2006).

Peptide ID 1.0 calcula la carga de cualquier secuencia peptidica asumiendo un pH neutro
(7.0-7.4). Asi, la lisina y la arginina aportan una unidad de carga positiva, mientras que el
aspartato y el glutamato aportan una unidad de carga negativa. Ademas, la consola
“Analizar péptido” de Peptide ID 1.0 calcula la carga neta en funcién del pH utilizando la
ecuacion (1), donde L es el nimero total de aminoacidos de la secuencia (longitud), pK
es la constante de disociacion &cida, i representa el extremo N-terminal y los
aminoacidos basicos (lisina, arginina e histidina) y j representa el extremo C-terminal y
los aminoacidos aspartato, glutamato, cisteina y tirosina (Ecuacion 1).

1 1
Z= Z%:l (1+10pH—pKi) - Z?:l (1+10ij—pH) (1)

Para calcular la carga neta en funcién del pH, Peptide ID 1.0 utiliza los valores de pK de
Lehninger (Nelson y Cox, 2000) asumiendo que no hay interaccién entre aminoacidos,
por lo que toma un valor fijo de pK. Los extremos N- y C-terminales también poseen
valores fijos de pK, excepto cuando son modificados por acetilacion y amidacién, en cuyo
caso no se asume ningun valor (Tabla 1).


http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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Tabla 1. Valores de pK.

Aminoacido | R D C E H K \% N-terminal C-.
termina

12,4 8,1 42 10,5 10,0
pK 8 3,65 8 5 6,0 3 7 9,69 2,34

= Punto isoeléctrico (pl)
El punto isoeléctrico es el pH en el cual la carga neta de un péptido es cero. Peptide ID
1.0 calcula el pl utilizando la ecuacion (1) a través de un algoritmo que itera hasta que
encuentra el cero de dicha ecuacion. La mayoria de los péptidos antimicrobianos poseen
un pl > 9, lo que garantiza su caracter catiénico en condiciones de pH normales.

= Porcentaje de hidrofobicidad (%H) e Hidrofobicidad (H)

La hidrofobicidad (H) indica la afinidad de un péptido por el interior de una membrana
biol6gica. Peptide ID 1.0 puede calcular el porcentaje de hidrofobicidad (%H) y las
hidrofobicidades media (H,,) y total (H,) utilizando las ecuaciones (2) y (3). El primero es
simplemente el porcentaje de residuos hidrofébicos en un péptido, mientras que la
hidrofobicidad media o total es una cantidad escalar definida, respectivamente, como el
promedio o la sumatoria total de la hidrofobicidad de la cadena lateral de cada
aminodcido en una secuencia peptidica. La hidrofobicidad es un valor numérico asociado
a la afinidad de la cadena lateral de un aminoacido por un solvente hidrofébico en
comparacion con el agua.

Hy =+Y5 H; 2) H, = Yk H; 3)

L
donde L es la longitud de la secuencia y H; es la hidrofobicidad del aminoacido en la
posicién i en la secuencia definido segun una escala de hidrofobicidad (Seccién 2.5).

La hidrofobicidad es un parametro clave para la actividad biolégica de los péptidos
antimicrobianos (Brogden, 2005; Pasupuleti et al., 2012). El aumento de la hidrofobicidad
favorece la insercion de los péptidos en la membrana y aumenta la actividad
antimicrobiana (Dathe et al., 1997; Ringstad et al., 2008), pero una hidrofobicidad muy
alta (>60%) aumenta la toxicidad contra células eucariotas, comprometiendo la
selectividad antibacteriana. La mayoria de los péptidos antimicrobianos poseen una
hidrofobicidad moderada; alrededor de 50% de aminoacidos hidrofobicos (Yeaman y
Yount, 2003).

= Escalas de hidrofobicidad
Las escalas de hidrofobicidad proporcionan una medida de la afinidad relativa de la
cadena lateral de los aminoacidos por los ambientes hidrofébicos. La seleccion de la
escala de hidrofobicidad es importante para interpretar la magnitud de la hidrofobicidad
(Hn, o H;) y del momento hidrofébico (Phoenix y Harris, 2002). Aunque se han
determinado més de cien escalas de hidrofobicidad, Peptide ID 1.0 cuenta con las
escalas mas comunmente usadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Escalas de hidrofobicidad.

Aminoacido Escala de hidrofobicidad
Nombre Codigo | Cadigo Kyte y Eisenberg Faucherey Tossi et al.,
3 letras 1letra Doolittle, et al., 1982a Pliska, 1983 2002
1982
Alanina Ala A 1,8 0,25 0,31 -1,1
Arginina Arg R -4,5 -1,76 -1,01 -10
Asparagina Asn N -3,5 -0,64 -0,6 -7,1
Aspartato Asp D -3,5 -0,72 -0,77 -8,3
Cisteina Cys C 2,5 0,04 1,54 -2,3
Glutamina GIn Q -3,5 -0,69 -0,22 -6
Glutamato Glu E -3,5 -0,62 -0,64 -8,3
Glicina Gly G -0,4 0,16 0 -2,4
Histidina His H -3,2 -0,4 0,13 -3,8
Isoleucina lle | 4.5 0,73 1,8 8,7
Leucina Leu L 3,8 0,53 1,7 9,7
Lisina Lys K -3,9 -1,1 -0,99 -9,9
Metionina Met M 1,9 0,26 1,23 4.6
Fenilalanina Phe F 2,8 0,61 1,79 10
Prolina Pro P -1,6 -0,07 0,72 -0,2
Serina Ser S -0,8 -0,26 -0,04 -4,3
Treonina Thr T -0,7 -0,18 0,26 -3,8
Triptéfano Trp W -0,9 0,37 2,25 9,7
Tirosina Tyr Y -1,3 0,02 0,96 2,5
Valina Val \% 4,2 0,54 1,22 4,1
norleucina Nle Z - - - 9,1
dipropilglicina Dpg 1 - - - 13,7
dietilglicina Deg 2 - - - 6
norvalina Nva 3 - - - 5,3
_ Acido Aib B - - - 1,1
aminoisobutirico
Acido aminobutirico Abu V] - - - 1,7
Ornitina Orn O - - - -9
Homoserina Hse 4 - - - -3,5
diami Acido o Dap 5 - - - 95
iaminopropiénico
Acido - - -
diaminobutirico Dab 6 9,3
Acido 1- - - -
aminociclopentano- Acp 7 6,2
1-carboxilico

= Momento hidrofébico (uH)
El momento hidrofébico medio (o simplemente, momento hidrofébico), uH, es una
medida cuantitativa de la anfipaticidad de un péptido. Este parametro corresponde a la
magnitud del vector suma de las hidrofobicidades H, de las cadenas laterales de los
aminoacidos de un péptido (Eisenberg et al., 1982b). Para cualquier secuencia de
aminoacidos de longitud L, Peptide ID calcula el momento hidrofébico usando la
Ecuacion (4):

1
uH = %{(Z%:l H; cos(ic?))2 + (T, H; sin(i5))2} /2
(4)

donde H; es la hidrofobicidad del amino&cido en la posicion i, § = 2m/m es el angulo en
radianes en el que las cadenas laterales sucesivas emergen desde la cadena principal y
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m es el nimero de aminoacidos por vuelta. Peptide ID 1.0 asume todos los segmentos
de secuencia como una hélice-a ideal, es decir, con m = 3.6 residuos por vuelta, para lo
cual 6 = 100°. Por lo tanto, el pH es un parametro hipotético para los segmentos de
secuencia que el programa identifica en una proteina.

Con el calculo del momento hidrofdbico, Peptide ID 1.0 ayuda a predecir cuales de los
segmentos de secuencia encontrados por el algoritmo podrian formar hélices-a
anfipéticas. Un valor alto del pH indica que el segmento de secuencia asociado tiene
mayor tendencia a formar una hélice-a anfipatica. Este tipo de hélices constituyen el
grupo mas comun y ampliamente estudiado de los péptidos antimicrobianos, lo cual
justifica calcular el momento hidrofébico como criterio para buscar segmentos de
secuencia que representen potenciales péptidos antimicrobianos. Ademas, el grado de
anfipaticidad influencia la potencia y el espectro de accion de los péptidos
antimicrobianos a-helicoidales (Datte et al.,, 1997, Giangaspero et al., 2001); mayor
momento hidrofébico se ha correlacionado con mayor actividad antibacteriana (Brogden,
2005), pero con un efecto mas pronunciado sobre la actividad hemolitica (Dathe y
Wieprecht, 1999).

= Momento hidrofébico relativo (uH,.)

Para facilitar la comparacion del momento hidrofébico entre varios segmentos de
secuencia, Peptide ID 1.0 calcula también el momento hidrofébico relativo (uH, =
uH/uH,.), que es la anfipaticidad de un péptido relativa al valor maximo posible
(uHpmax)- Por ejemplo, si una secuencia dada tiene un uH, = 0.5 quiere decir que tiene
50% de la anfipaticidad maxima posible. El uH,,,, €s entonces el valor de referencia y
corresponde al momento hidrofobico de un péptido a-helicoidal de 18 aminoéacidos
perfectamente anfipatico; su valor depende de la composicion del péptido y de la escala
de hidrofobicidad. Para las escalas de Eisenberg (Eisenberg et al., 1982a) y de Kyte-
Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982), el uH,,,., €s 0.80 y 2.88, respectivamente, y corresponde
a un péptido compuesto solo por 9 aminoacidos de isoleucina (1) y por 9 amino4cidos de
arginina (R) perfectamente segregados en caras opuestas sobre la proyeccién de
Edmundson. Para la escala de Fauchere y Pliska (Fauchere y Pliska, 1983), el uH,,,. €S
1,04 y corresponde a un péptido que estaria compuesto solo por aminoacidos de
triptéfano (W) y de arginina (R). Para la escala de Tossi (Tossi et al., 2002), el uH,,,, €S
7,58 y corresponde a un péptido compuesto solo por aminoécidos de dipropilglicina (1) y
de arginina (R). El péptido de referencia para cada escala de hidrofobicidad se supone
como una hélice-a ideal (con una proyeccion de las cadenas laterales de 100°) con 5
vueltas completas (3.6 residuos por vuelta) (Figura 1).
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UHpar = 1,04 UHpa = 0,80 UH 0 = 7,58
Escala de Fauchere y Pliska Escala de Eisenberg Escala de Tossi
UH o = 2,88

Escala de Kyte y Doolittle
Figura 1. Representacion de Edmundson de los péptidos perfectamente anfipaticos
utilizados para calcular el momento hidrofébico relativo. Imdgenes tomadas del servidor
HeliQuest (Gautier et al., 2008) y modificadas por los autores de este manual.

Instalacion

Peptide ID 1.0 esta escrito en lenguaje Java y funciona en un archivo ejecutable con
extension .jar. Para abrir este programa, el usuario simplemente debe hacer doble clic en
el icono del archivo .jar, pero es necesario tener instalado el complemento Java Virtual
Machine (JVM); preferiblemente en una versién posterior a la 7.0.

Descripcion de la interfaz principal

Peptide ID 1.0 tiene una interfaz amigable e intuitiva (Imagen 1). A continuacion,
describimos la funcion béasica de los iconos y de las opciones del programa; una vez el
usuario conozca las funciones y el disefio basico, serd mas facil utilizar el programa.

() Peptide ID 1.0 - oIEN
Meni——» Avce [F) Guaraae BN Anaizar pégaco

.
-

((eass l In
Opciones de ——— G s orcunas s nversoao NACIONAL
visualizacién SpShepei] \ER ool tadepooed .
Parametros fisicoquimicos y estructurales
@ [Hin Herofobicdad Meda
Parametros
Longitud Carga Punto Isoeléctrico % Hidrotobicidad Hidrotobicidad
de busqueda o o s Desce Desce e
Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
Eisenderg ot al 1982 ]
Panel de
Resultados

Imagen 1
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Menu
A B c
Cargar m Guardar m Analizar péptido
Imagen 2

Cargar: Carga o abre un archivo en formato FASTA que contenga la secuencia
de una proteina.

Guardar: Guarda los resultados obtenidos.

Analizar péptido: Abre la ventana de la consola “Analizar péptido” que permite
calcular propiedades fisicoquimicas a secuencias peptidicas individuales. En la
seccion 5.6 se describe el funcionamiento de esta consola.

Opciones de visualizacion

A C
(_) Propiedades B Ordenar por
(®) Sdlo secuencia Filtrar por longitud Hidrofobicidad v

Hidrofobicidad
Parametros fisicoquimicos y estructurales |Porcentaje de nidrofobicidad

Momento hidrofobico

L Carga
p Punto Isoeléctrico

Imagen 3

Mostrar: Permite visualizar los resultados en el panel de resultados. El usuario
puede elegir la opcidén “Propiedades”, que muestra las secuencias de todos
segmentos encontrados junto con sus correspondientes propiedades
fisicoquimicas, o la opcion “Sélo secuencia” que muestra solo las secuencias sin
las propiedades.

Filtrar por longitud: Cuando la lista de resultados comprende segmentos de
secuencia de diferentes longitudes, este botdn permite visualizar en el panel de
resultados solo segmentos de un Unico nimero de aminoacidos.

Ordenar por: Permite ordenar la lista de segmentos de secuencia por
hidrofobicidad, porcentaje de hidrofobicidad, momento hidrofébico, carga o punto
isoeléctrico.

Parametros de blusqueda

Parametros fisicoquimicos y estructurales
(0] Hm Hidrofobicidad Media
A L B Z c pI D %H E H %) H-t Hidrofobicidad Total G

Longitud Carga Punto isoeléctrico| | % Hidrofobicidad Hidrofobicidad

Desde Desde Desde Desde Desde Excluir aminodcidos H

Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta

Eisenberg et al., 1982 v

Eisenberg et al., 1982
Kyte y Doolittle, 1982
Fauchere y Pliska., 1983

Imagen 4

Longitud (L): Define el rango de longitud (nimero de aminoacidos) de los
segmentos de secuencia que el usuario desea buscar en una proteina.

Carga (Z): Define el rango de carga de los segmentos de secuencia que el
usuario desea buscar en una proteina. En los cuadros de texto correspondientes
se deben usar numeros enteros. Para este pardmetro, Peptide ID 1.0 supone un
pH de 7.0-7.4, por lo que cada aminoacido de lisina (K) o de arginina (R) aporta
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una unidad de carga positiva (+1), mientras que cada aminoécido de aspartato
(D) o de glutamato (E) aporta una unidad de carga negativa (—1). Bajo esta
suposicion, la histidina se cuenta como un aminodcido neutro.

c. Punto isoeléctrico (pI): Define el rango de punto isoeléctrico de los segmentos
de secuencia que el usuario desea buscar en una proteina. En los cuadros de
texto correspondientes se pueden escribir nUmeros decimales, pero estos deben
ser indicados con un punto (.).

d. % Hidrofobicidad (%H): Define el rango, en porcentaje, del contenido de
aminoacidos hidrofébicos de los segmentos de secuencia que el usuario desea
buscar en una proteina. Peptide ID 1.0 reconoce alanina (A), valina (V), leucina
(L), isoleucina (I) y fenilalanina (F) como aminoé&cidos hidrofébicos. En los
cuadros de texto correspondientes se pueden escribir nUmeros decimales, pero
estos deben ser indicados con un punto (.).

e. Hidrofobicidad (H): Define el rango de hidrofobicidad de los segmentos de
secuencia que el usuario desea buscar en una proteina. Para definir este
pardmetro se debe tener en cuenta la escala de hidrofobicidad (F, Imagen 4) y el
célculo con el que se quiere ejecutar el algoritmo (G, Imagen 4). En los cuadros
de texto correspondientes se pueden escribir nUmeros decimales, pero estos
deben ser indicados con un punto (.).

f. Escala de hidrofobicidad: Ventana desplegable para seleccionar la escala con
la cual se va a calcular la hidrofobicidad y el momento hidrofébico de los
segmentos de secuencia que el usuario desea buscar en una proteina. Por
defecto, Peptide ID 1.0 utiliza la escala de hidrofobicidad de Eisenberg (Eisenberg
et al., 1982a), pero es posible también utilizar la de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle,
1982) y la de Fauchere y Pliska (Fauchere y Pliska, 1983).

g. Hidrofobicidad media (H,,) o Hidrofobicidad total (H,). Cuadro de opciones
para seleccionar el tipo de calculo de hidrofobicidad con el cual el usuario desea
buscar segmentos de secuencia en una proteina.

h. Excluir aminoacidos: Cuadro de texto para digitar y elegir cuales aminoacidos
deben ser excluidos o descartados por el algoritmo para la busqueda de
segmentos de secuencia de proteina. Los aminoacidos se deben digitar en codigo
de una letra y sin espacios ni comas.

= Consola “Analizar péptido”

@ Peptide ID 1.0 - olEN
Perfil de hidrofobicidad
ng
[
4
02
0o
0,2
04
5
0
l Secuencia l l l Escala de hidrofobicidad l l
Hiterminal |¥] |WKLLSKAQEKFGKNKSR C-Terminal [¥] CarganetaapH |7 Eisenbergetal. 1982 |v| [ Calcular
Secuencia: WKLLSKAQEKFGKHKSR 5
Longitud: 17
Cargansta §

Carga 5

Imagen 5
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a. Modificacién de los extremos N- y C-terminal: Estas dos ventanas
desplegables permiten neutralizar los extremos N- y C-terminales introduciendo
una acetilacion y/o una amidacion, respectivamente.

b. Secuencia: Cuadro de texto para introducir una secuencia peptidica en cddigo de
una letra.

c. Carga neta en funcion de pH: Cuadro de texto para introducir un valor de pH en
funcion del cual se quiere calcular la carga neta que tendria el péptido en solucién
acuosa; se pueden escribir nimeros decimales, pero estos deben ser indicados
con un punto (.).

d. Escala de hidrofobicidad: Ventana desplegable para seleccionar la escala con
la cual se va a calcular la hidrofobicidad y el momento hidrofébico de la secuencia
peptidica. Por defecto, Peptide ID 1.0 utiliza la escala de hidrofobicidad de
Eisenberg (Eisenberg et al., 1982a).

e. Calcular: Boton para ejecutar el algoritmo. Un clic genera la grafica del perfil de
hidrofobicidad de la secuencia peptidica; un segundo calcula las propiedades
fisicoquimicas que seran presentadas en el panel de resultados.

f. Panel de resultados: Espacio en el que Peptide ID 1.0 presenta los resultados.

Instrucciones de uso

En esta seccion explicamos paso a paso como utilizar Peptide ID 1.0, tomando como
ejemplo la secuencia de 708 aminoacidos de la proteina Lactotransferrina bovina
(Lactotransferrina-B) de Bos taurus (UniProtkKB P24627) (Figura 2).

Base de datos de secuencias de proteinas

1. Buscar y seleccionar una secuencia para analizar

)

Peptide ID 1.0

2. Abrir la secuencia

Excluir los
i.zPirimimfg de busqueda ¢ aminoacidos
- = CPH

4<Q<5
10<pl <113

20 < %H <60

0<H, <05 Escala de Fauchere y Pliska (1983)
4. Bjecutar

5. Analizar los resultados

Figura 2. Descripcion simplificada de las instrucciones de uso de Peptide ID 1.0. El
usuario primero debe abrir en el programa una secuencia de aminoacidos y luego elegir
un rango de valores para los parametros fisicoquimicos y estructurales que seran usados
como criterio de busqueda de segmentos de secuencia. El programa identificara
segmentos de secuencia que satisfagan los criterios y presentara el valor calculado de
cada pardmetro correspondiente a cada segmento de secuencia encontrado. Ya que
estos parametros estan relacionados con la actividad de los péptidos antimicrobianos a-
helicoidales, el usuario debera analizar los resultados para seleccionar los segmentos
mas interesantes.
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= Abrir la secuencia de una proteina
Para ejecutar el algoritmo de Peptide ID 1.0, primero se debe cargar el archivo en
formato FASTA que contiene la secuencia de aminoacidos de la proteina que se quiere
analizar (Imagen 6).

>sp|P24627 | TRFL_BOVIN Lactotransferrin 0S=Bos taurus GN=LTF PE=1 Sv=2
MKLFVPALLSLGALGLCLAAPRKNVRWCTISQPEWFKCRRIWQWRMKKLGAPSITCVRRAF
ALECIRATAEKKADAVTLDGGMVFEAGRDPYKLRPVAAEIYGTKESPQTHYYAVAVVKKG
SNFQLDQLOGRKSCHTGLGRSAGWIIPMGILRPYLSWTESLEPLQGAVAKFFSASCVPCT
DROAYPNLCQLCKGEGENQCACSSREPYFGYSGAFKCLODGAGDVAFVKETTVFENLPEK
ADRDQYELLCLNNSRAPVDAFKECHLAQVPSHAVVARSYDGKEDL IWKLLSKAQEKFGKN
KSRSFQLFGSPPGORDLLFKDSALGFLRIPSKVDSALYLGSRYLTTLKNLRETAEEVKAR
YTRVVIWCAVGPEEQKKCQOWSQOSGONVTCATASTTDOCIVLVLKGEADALNLDGGEYIYT
AGKCGLYPYLAENRKSSKHSSLDCVLRPTEGYLAVAVVKKANEGLTWNS LKDKKSCHTAY
DRTAGWNIPMGLIVNQTGSCAFDEFFSQSCAPGADPKSRLCALCAGDDOGLDKCVPNSKE
KYYGYTGAFRCLAEDVGDVAFVKNDTVIWENTNGESTADWAKNLNREDFRLLCLDGTRKPY
TEAQSCHLAVAPNHAVVSRSDRAAHVKQVLLHQQAL FGKNGKNCPDKFCLFKSETKNLLF
NDNTECLAKLGGRPTYEEYLGTEYVTATANLKKCSTSPLLEACAFLTR

Imagen 6. Secuencia de aminoacidos en formato FASTA de la proteina Lactotransferrina
Bovina (Lactotransferrina-B) (UniProtkKB P24627)

Para abrir el archivo de la proteina, haga clic en el botén “Abrir” del menu, ubicado en la
esquina superior izquierda de la ventana principal (Imagenes 1y 7). Esto hara aparecer
una nueva ventana para buscar la ubicacion del archivo y abrir la secuencia en el
programa.

S

Abrir m Guardar m.ﬁnalizarpéptido
Imagen 7

= Elegir y definir los pardmetros de busqueda

Una vez abierto el archivo con la secuencia de una proteina que se quiere analizar, como
se nota en la caja de texto a la derecha del botén “Ejecutar” (Imagen 8), el usuario puede
elegir el rango de valores de los parametros fisicoquimicos que desea utilizar como
criterio para buscar segmentos de secuencia. Los valores inferior y superior de cada
parametro se deben digitar en los cuadros de texto correspondientes “Desde” y “Hasta”,
respectivamente. Los parametros son: longitud (L), carga (Q, a pH 7.0-7,4), punto
isoeléctrico (pI), porcentaje de hidrofobicidad (%H) e hidrofobicidad media (H,,) o
hidrofobicidad total (H,). Para calcular la hidrofobicidad, se puede elegir una de tres
escalas de hidrofobicidad: la escala consenso (no normalizada) de Eisenberg (Eisenberg
et al., 1982a), la escala de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) y la escala de octanol de
Fauchere y Pliska (Fauchere y Pliska, 1983). También se puede elegir cudles
aminodacidos excluir de la busqueda digitando su cédigo de una letra (Imagen 10); los
aminodcidos acidos y las cisteinas son normalmente excluidos para evitar neutralizacién
de cargas positivas y la formacién de puentes disulfuro, respectivamente. Todos los
parametros son opcionales, excepto la longitud; si los campos correspondientes estan
vacios se presentara un aviso de error indicando que se debe definir el rango de longitud
(Imagen 9).

Ejecutar C\Users\Bovin Lactotransferrin - P24627 td <4+

Imagen 8
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Error

Defina la lengitud de las
secuencias deseadas

Imagen 9

En este ejemplo, con la secuencia de la proteina Lactotransferrina-B (UniProtkKB
P24627), se ejecutara el programa para buscar segmentos con longitud de 12 a 18
aminoacidos, carga entre +4 y +5, punto isoeléctrico entre 10 y 11.3, porcentaje de
hidrofobicidad entre 20 y 60, e hidrofobicidad media entre 0 y 0.5 (Imagen 10). Vamos a
calcular la hidrofobicidad media, aunque también se puede calcular la hidrofobicidad total
(esquina superior derecha, Imagen 10); vamos a utilizar la escala de hidrofobicidad de
Fauchere y Pliska (Fauchere y Pliska, 1983), aunque también es posible elegir la escala
de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) o la de Eisenberg (Eisenberg et al., 1982a) (lista
desplegable, Imagen 10). El programa también nos permite elegir cudles aminoacidos
excluir de la busqueda; vamos a buscar segmentos de secuencia sin cisteina (C), prolina
(P) ni histidina (H) (Imagen 10).

Parametros fisicoquimicos y estructurales
@] Hm Hidrofobicidad Media
I— Z pI %H H @ Ht Hidrofobicidad Total

Longitud Carga Punto isoeléctrico | % Hidrofobicidad Hidrofobicidad

Desde |12 Desde 4 Desde 10 Desde | 20 Desde 0 CPH

Hasta 18 Hasta & Hasta 11.3 Hasta 60 Hasta 05

| Fauchere y Pliska., 1853 2
Imagen 10

= Iniciar la busqueda
En este punto del procedimiento, ya se puede ejecutar el programa haciendo clic en el
botén “Ejecutar”, que aparece en la esquina superior izquierda de la ventana (Imagenes 1
y 8). Esto ejecuta el algoritmo que escanea la secuencia de la proteina cargada y busca
segmentos que cumplan los criterios definidos por el usuario. Luego el programa indicara
la cantidad de segmentos encontrados; en este caso fueron 15.

= Ver los resultados

Para ver los resultados generados por Peptide ID 1.0, se debe dar clic en el botén
“Mostrar”, cuya funcion esta vinculada a dos opciones: (1) “Propiedades” o (2) “Solo
secuencias” (Imagen 11). Si el usuario elige la primera opcion, el programa presentara
una lista de los segmentos de secuencia encontrados, junto con sus correspondientes
propiedades: posicibn en la proteina, longitud, carga, porcentaje de hidrofobicidad,
hidrofobicidad total, hidrofobicidad media, punto isoeléctrico, momento hidrofébico y
momento hidrofébico relativo (Imagen 12 y 13). Si el usuario elige la segunda opcion, el
programa solo presentara una lista con las secuencias de los segmentos (Imagen 14).

() Propiedades

Mostrar | —
.

(®) Sdlo secuencia

Imagen 11
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Posicidn: 286-301; Secuencia: IWKLLSKAQEKFGKNK; Longitud: 16; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 31,25; Hidrofobicidad total: 3,1; Hidrofobicidz 4

Posicidn: 287-302; Secuencia:
Posicidn: 285-301; Secuencia
Posicidn: 286-302; Secuencia:
Posicidn: 287-303; Secuencia:
Posicidn: 289-305; Secuencia:
Posicidn: 292-308; Secuencia:
Posicidn: 285-302; Secuencia
Posicidn: 286-303; Secuencia:
Posicidn: 287-304; Secuencia
Posicidn: 289-306; Secuencia:
Posicidn: 290-307; Secuencia:
Posicidn: 291-308; Secuencia
Posicidn: 292-309; Secuencia:

WKLLSKAQEKFGKNKS; Longitud: 16; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 25; Hidrofobicidad total: 1,26, Hidrofobicida

LIWKLLSKAQEKFGKMEK; Longitud: 17; Carga: 4, Porcentaje de hidrofobicidad: 35,29, Hidrofobicidad total: 4,8, Hidrofobicic
IWKLLSKAQEKFGKNKS; Longitud: 17, Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: 3,06; Hidrofobic
WHKLLSKAQEKFGKNKSR; Longitud: 17; Carga: 5; Porcentaje de hidrofobicidad: 23,53; Hidrofobicidad total: 0,25; Hidrofobi
LLSKAQEKFGKNKSRSF; Longitud: 17; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: 0,74; Hidrofobic
KAQEKFGKNKSRSFOQLF; Longitud: 17, Carga: 4, Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: 0,65; Hidrofobig
LIWKLLSKAQEKFGKMKS; Longitud: 18; Carga: 4, Porcentaje de hidrofobicidad: 33,33, Hidrofobicidad total: 4,78, Hidrofobi
IWKLLSKAQEKFGKNKSR; Longitud: 18; Carga: 5; Porcentaje de hidrofobicidad: 27,78; Hidrofobicidad total: 2,05; Hidrofob
WHKLLSKAQEKFGKNKSRS; Longitud: 18; Carga: 5, Porcentaje de hidrofobicidad: 22,22, Hidrofobicidad total: 0,21; Hidrofol
LLSKAQEKFGKNKSRSFQ, Longitud: 18; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 27,78, Hidrofobicidad total: 0,52; Hidrofol
LSKAQEKFGKMKSRSFOL, Longitud: 18; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 27,78, Hidrofobicidad total: 0,52; Hidrofol
SKAQEKFGKNKSRSFOLF, Longitud: 18; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 27 78; Hidrofobicidad total: 0,61, Hidrofok
KAQEKFGKNKSRSFQLFG; Longitud: 18; Carga: 4, Porcentaje de hidrofobicidad: 27,78; Hidrofobicidad total: 0,65; Hidrofo

Cantidad: 15

- B
Imagen 12

25; Hidrofobicidad total: 3,1; Hidrofobicidad Media: 0,19; Punto isoeléctrico: pH 10,71; Momento hidrofdbico: 0,53; Momento hidrofébico relativo: 0,51

y; Hidrofobicidad total: 1,26; Hidrofobicidad Media: 0,08; Punto isoeléctrico: pH 10,71; Momento hidrofdbico: 0,44; Momento hidrofdbico relativo: 0,42
5,29; Hidrofobicidad total: 4,8; Hidrofobicidad Media: 0,28; Punto isoeléctrico: pH 10,71; Momento hidrofdbico: 0,44; Momento hidrofdbico relativo: 0,42
9,41; Hidrofobicidad total: 3,08; Hidrofobicidad Media: 0,18; Punto isoeléctrico: pH 10,71; Momento hidrofdbico: 0,5; Momento hidrofdbico relativo: 0,48

23,53, Hidrofobicidad total: 0,25;

9,41; Hidrofobicidad total: 0,74,
9,41; Hidrofobicidad total: 0,65;
33,33, Hidrofobicidad total: 4,76

Hidrofobicidad Media: 0,01; Punto isogléctrico: pH 11,09; Momento hidrofdbice: 0,46; Momento hidrofdbico relativo: 0,44
Hidrofobicidad Media: 0,04; Punto isoeléctrico: pH 10,99; Momento hidrofébico: 0,39; Momento hidrofébico relativo: 0,37
Hidrofobicidad Media: 0,04; Punto isoeléctrico: pH 10,99; Momento hidrofébico: 0,41, Momento hidrofdbico relativo: 0,39

 Hidrofobicidad Media: 0,26; Punta isoeléctrico: pH 10,71; Momento hidrofdbico: 0,42; Momento hidrofdbico relativo: 0,4

27,78; Hidrofobicidad total: 2,05; Hidrofobicidad Media: 0,11; Punto isoeléctrico: pH 11,09; Momento hidrofdbico: 0,51, Momento hidrofébico relativa: 0,49
1 22,22; Hidrofobicidad total: 0,21; Hidrofobicidad Media: 0,01; Punte isoeléctrico: pH 11,09; Momento hidrefdbico: 0,43; Momento hidrofdbico relativo: 0,41
27,78; Hidrofobicidad total: 0,52; Hidrofobicidad Media: 0,02; Punto isoeléctrico: pH 10,99; Momento hidrofdbico: 0,28; Momento hidrofdbico relativo: 0,36
27,78; Hidrofobicidad total: 0,52; Hidrofobicidad Media: 0,02; Punto isceléctrico: pH 10,99; Memento hidrofdbico: 0,38; Memento hidrofdbico relativo: 0,36
27,78; Hidrofobicidad total: 0,61; Hidrofobicidad Media: 0,03; Punto isoeléctrico: pH 10,99; Momento hidrofdbico: 0,38; Momento hidrofébico relativa: 0,37
27 78; Hidrofobicidad total: 0,65; Hidrofobicidad Media: 0,04; Punto isoeléctrico: pH 10,99; Momento hidrofdbico: 0,38, Momento hidrofébico relativa: 0,37

L

Jr

Imagen 13

IWKLLSKAQEKFGKNK
WKLLSKAQEKFGKMNKS
LIWKLLSKAQEKFGKMK
IWKLLSKAQEKFGKNKS
WKLLSKAQEKFGKMNKSR
LLSKAQEKFGKNKSRSF
KAQEKFGKMNKSREFQLF
LIWKLLEKAQEKFGKMNKS
WHKLLSKAQEKFGKNKSR.
WKLLSKAQEKFGKNKSRS
LLEKAQEKFGKMNKSREFQ
LSKAQEKFGKMNKSRSFQOL
SKAQEKFGKNKSRSFOLF
KAQEKFGKMKSREFOLFG
Cantidad: 15

Imagen 14

Ahora el usuario puede comenzar a analizar los segmentos de secuencia encontrados
por Peptide ID 1.0 y, de acuerdo con las propiedades fisicoguimicas de cada uno, puede
seleccionar los que presenten potencial como péptidos antimicrobianos a-helicoidales
anfipaticos. Para facilitar el analisis de los resultados, Peptide ID 1.0 permite ordenar los
segmentos de secuencia en orden de hidrofobicidad, porcentaje de hidrofobicidad, carga,
punto isoeléctrico o momento hidrofébico, simplemente seleccionando la opcién
correspondiente en la ventana desplegable “Ordenar por” (Imagen 15). Los resultados
también se pueden filtrar por longitud; por ejemplo, si se quiere observar solo las
secuencias de 17 aminoacidos, se escribe el nUmero 17 en el cuadro de texto y se hace
clic en el botdn “Filtrar por longitud” (imagen 16).

Ordenar por

Hidrofobicidad A

Hidrofobicidad

Porcentaje de hidrofobicidad
Momento hidrofobico

Carga

Punto Isoeléctrico

Imagen 15
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Filtrar por longitud _| 17
Imagen 16

= Guardar los resultados
Para guardar los resultados, haga clic en el botén “Guardar” del menu de la ventana
principal y seleccione el formato en el cual desea generar el archivo con sus datos;
Peptide ID 1.0 permite guardar los resultados como archivo de texto (opcién txt) o como
hoja de calculo (opcion xIs) (Imagen 17). Esto hara aparecer una nueva ventana para
nombrar y generar el archivo. Este archivo se puede abrir luego en cualquier editor de
texto, como Block de notas (Imagen 18) o Microsoft Excel (Imagen 19).

bt
Hs

Imagen 17

1 Posicién: 285-381; Secuencia: LIWKLLSKAQEKFGKNK; Longitud: 17; Carga:
Posicidn: 286-382; Secuencia: IWKLLSKAQEKFGKNKS; Longitud: 17; Carga:

4; Porcentaje de hidrofobicidad: 35,295 Hidrofobicidad total: 4,8; Hidrofobicidad Media: ®,28; Punto isoeléctrico: pH 1o,
4; Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: 3,86; Hidrofobicidad Media: 8,18; Punto isceléctrico: pH 1¢
Posicidn: 287-383; Secuencia: WKLLSKAQEKFGKNKSR; Longitud: 17; Carga: 5; Porcentaje de hidrofobicidad: 23,53; Hidrofobicidad total: @,25; Hidrofobicidad Media: @,81; Punto isceléctrico: pH 11
4 Posicidn: 289-385; Secuencia: LLSKAQEKFGKNKSRSF; Longitud: 17; Carga: 4; Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: @,74; Hidrofobicidad Media: @,@4; Punto isceléctrico: pH 1€

4; Porcentaje de hidrofobicidad: 29,41; Hidrofobicidad total: ©,65; Hidrofobicidad Media: 8,84; Punto isceléctrico: pH 1¢

Posicidn: 202-388; Secuencia: KAQEKFGKNKSRSFQLF; Longitud: 17; Carga:

& Cantidad: 5

Imagen 18

A B c D E F G H | J

1 |Posicidn Secuencia Longitud Carga Porcentaje de hidrofobicidad Hidrofobicidad total Hidrofobicidad media Punto isoeléctrico Momento hidrofdbico Momentao hidrofébico relativo
2 |285-301 LIWKLLSKAQEKFGKNK 17 4 35,29411697 4.,800000191 0,282352954 0.401487917 0438783199 0.420702517
3 |286-302 IWKLLSKAQEKFGKNKS 17 4 2941176605 3.060000658 0.180000037 0.400449812 0,500146806 0.479537576
4 |287-303 WKLLSKAQEKFGKNKSR 17 5 23,52941132 0.25 0.014705882 0.416851193 0,459884763 0.440934569
5 |289-305 LLSKAQEKFGKNKSRSF 17 4 2941176605 0.73999989 0,043529406 0401384115 0,389862895 0,373798043
6 |292-308 KAQEKFGKNKSRSFQLF 17 4 2941176605 0,650000095 0,038235299 0,399550229 0,406719685 0,389960229
7
o

Imagen 19

= Consola “Analizar péptido”

Al hacer clic en el botdén “Analizar péptido” de la ventana principal, el programa mostrara
una ventana que sirve para analizar secuencias peptidicas individuales. Para utilizar esta
herramienta, el usuario simplemente debe introducir una secuencia de aminoacidos en
codigo de una letra en el correspondiente cuadro de texto. La secuencia puede ser
modificada en los extremos N- y C-terminales (por acetilacibn y amidacion,
respectivamente), utilizando los botones desplegables adyacentes a la secuencia. Luego,
a la derecha, hay un cuadro de texto donde se puede poner el valor de pH al cual se
quiere calcular la carga neta del péptido. También se puede seleccionar una escala de
hidrofobicidad y, finalmente, se hace clic en el botén “Calcular’. Esta consola genera un
“Perfil de hidrofobicidad”, que es una grafica que muestra la hidrofobicidad de cada
aminoacido de la secuencia introducida utilizando una de las escalas de hidrofobicidad
disponibles en el programa. Haciendo otra vez clic en el boton “Calcular”, la consola
presentard, en el panel de resultados, las propiedades fisicoquimicas del péptido:
longitud, carga neta (en funcion del pH), carga (a pH 7.0-7.4), porcentaje de
hidrofobicidad, hidrofobicidad total, hidrofobicidad media, punto isoeléctrico, momento
hidrofébico y momento hidrofébico relativo (Imagen 20).

Nota: Para visualizar el diagrama de hidrofobicidad completo de una secuencia, se
recomienda que el péptido no tenga una longitud superior a 33 aminoacidos. Cuando se
sobrepasa este limite, Peptide ID 1.0 presenta un aviso de advertencia (Imagen 21).
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Peptide ID 1.0

Perfil de hidrofobicidad

Secuencia

Escala de hidrofobicidad

N-terminal | ¥ ‘WKLLSKAQEKFGKNKSR

C-Terminal [¥] CarganetaapH |7 Eisenberg etal, 1982

) [ caicuar |

Secuencia: WKLLSKAQEKFGKNKSR
Longitud: 17

Carganeta: 5

Carga 5

.

Imagen 20

Advertencia

Longitud recomendable para la secuencia es de 33 caracteres

Imagen 21
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