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ABREVIATURAS

ACP: Andlisis de componentes principales

AFM: Atomic force microscopy

ANEPID: Antimicrobial endotoxin Neutralizing Peptides to combat Infectious Diseases
ATCC: American Type Culture Collection

BC: Bodipy TR Cadaverine

CCMI: Cociente de CMI

CIF: indice de concentracién minima fraccionada
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CMB: Concentracion minima bactericida

CMI: Concentracion minima inhibitoria

CMNh: Células mononucleares humanas

CUN: Clinica Universidad de Navarra

CECT: Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo

CEIT: Centro de Estudios e Investigaciones Técnicas
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium

DMF: Dimethylformamide

DPBS: Dulbecco’s phosphate buffered saline

DPX: Dibutyl phtalate xylene

DO: Densidad dptica

EDTA: Ethyldiamine tetraacetic



ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

FITC: Fluorescein isothiocyanate

FQ: Fibrosis quistica

GFP: Green Fluorescent Protein

GRAVY: Grand average of hydropathy

HEPES: 2-[4(2-hydroxiethyl)-1-piperacinyl]ethanosulfonic acid
HR-HPLC: High Resolution High Performance Liquid Chormatography
IP: loduro de propidio

ITU: Infeccion del tracto urinario

KDO: 3-keto-2-deoxi-D-manno-octonic acid

LPS: Lipopolisacarido

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standard
MH: Mieller-Hinton

MHA: Mieller-Hinton con cationes ajustados

MHNA: Mieller-Hinton con cationes no ajustados

MTT: 3-[4,5-dimethyl-thyazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
PAE: Efecto Postantibiotico

PAEP: Permeabilidad asociada al efecto postantibi6tico
PAMP: Pathogen associated molecular pattern

PEDES: Peptide descriptors for sequence

PFA: Paraformaldehyde

PMB: Polimixina B

PMBN: Nonapéptido de Polimixina B



PLS: Partial least square

PRR: Pattern recognition receptor

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship

RLM: Regresion lineal multiple

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electroforesis
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

S-PAEP: Sensibilizacion al antibiotico en el periodo PAEP
TEMED: N,N,N’,N -tetramethylethyl diamine

TLR: Toll-Like Receptor

TNFa: Tumor necrosis factor alpha

TSA: Agar triptona soja (Tryptic Soy Agar)

TSB: Caldo triptona soja (Tryptic Soy Broth)

TRITC: Tetramethylrhodamine isothyocyanate

UCI: Unidad de cuidados intensivos

UFC: Unidades formadoras de colonias
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INTRODUCCION

1. Pseudomonas aeruginosa
1.1.  Caracteristicas generales

La familia Pseudomonaceae reune bacterias gramnegativas con morfologia
bacilar, aerobias, moviles y dotadas de uno o varios flagelos polares. Su tamafio es de
1,5-5 pm de largo y 0,5-1 um de ancho. Las bacterias pertenecientes a la especie
Pseudomonas aeruginosa son generalmente mesofilas, producen catalasa y contienen
citocromo ¢ oxidasa en su cadena transportadora de electrones. Estos microorganismos
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, aunque tienen preferencia por
ambientes humedos, por lo que con frecuencia aparecen en el agua, suelos, superficie de
materia organica y asociadas a las plantas. Debido a su ubicuidad, facilidad para crecer
y habilidad para colonizar espacios acuaticos, este microorganismo supone un grave
problema en el &mbito hospitalario, ya que puede proliferar en desinfectantes, sistemas
de refrigeracion, bafieras, duchas (Feazel et al., 2009), fluidos de didlisis, equipos

médicos e instrumentos quirdrgicos (Kiska and Gilligan, 1999).
1.2. Epidemiologia y patogenicidad

P. aeruginosa es un importante patdgeno oportunista, y aunque rara vez produce
infecciones en personas sanas (Cheong et al., 2008; Hatchette et al., 2000), puede
afectar gravemente a personas inmunodeprimidas, como los pacientes con quemaduras
severas, cancer, SIDA o sometidos a quimioterapia. Por ello, P. aeruginosa es uno de
los patdgenos mas frecuentemente aislados en infecciones nosocomiales. Se calcula que
en Estados Unidos, P. aeruginosa produce cada afio 2 millones de infecciones
nosocomiales (Klevens et al., 2007), con una mortalidad del 1%, mientras que en la
Union Europea (European Centre for Disease Prevention and Control (2007)), las

estimaciones equivalentes son de mas de 3 millones y 1,6 %.

P. aeruginosa ocupa el segundo lugar como agente causal de infecciones
nosocomiales de piel y tejidos blandos por detrds de S. aureus y por delante de E. coli
(Fluit et al., 2001; Fung et al., 2003), aunque esto varia dependiendo de los paises en los
que se ha llevado a cabo el estudio (Moet et al., 2007). En Espafia, segun el informe de
EPINE 2010 (Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, 2010), P. aeruginosa fue el
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segundo agente causal de infecciones, tanto en el ambito nosocomial (10,9 %), como en
el comunitario (6,3 %). Este patdgeno ocupa el cuarto lugar entre los gramnegativos en
frecuencia de aislamiento en hemocultivos en Estados Unidos (Wisplinghoff et al.,
2004) y es el cuarto patogeno mas frecuentemente aislado en bacteriemias asociadas a
unidades de cuidados intensivos (UCI-s) en Europa con una prevalencia en torno al 8 %.
La frecuencia de aislamientos en muestras de sangre depende del tejido en el que se
produce la infeccion. Por ejemplo, en bacteriemias producidas por quemaduras severas,
P. aeruginosa es el patogeno aislado con mas frecuencia de entre los componentes de la
microbiota endégena, o proveniente de fuentes ambientales (Altoparlak et al., 2004;
Church et al., 2006). En Espafia, en el afio 2010, P. aeruginosa fue el séptimo patégeno
(4,4 %) mas frecuentemente aislado de bacteriemias nosocomiales (Sociedad Espafiola
de Medicina Preventiva, 2010) y es uno de los causantes mas habituales de bacteriemias

asociadas a catéter.

Ademas de estos procesos infecciosos, P. aeruginosa puede causar infecciones
gastrointestinales, dseas, infecciones de ojos y oidos, infecciones de heridas quirdrgicas,
y més raramente puede producir abscesos cerebrales, endocarditis y meningitis (Kiska
and Gilligan, 1999) (Tabla 1). Por otra parte, P. aeruginosa se encuentra entre las cinco
especies bacterianas mas frecuentemente aisladas en infecciones del tracto urinario
(UTI) (Mathai et al., 2001). En Espafa, en el afio 2010, esta bacteria fue el segundo
patégeno (9,8 %) mas frecuentemente aislado, por detrds de E. coli (34,3 %), en las
infecciones del tracto urinario (UTI) adquiridas en el &mbito hospitalario (Sociedad

Espafiola de Medicina Preventiva, 2010).

P. aeruginosa tiene especial relevancia etioldgica en la neumonia nosocomial, es
decir, aquella que se presenta a partir de las 48 h del ingreso hospitalario y previa
exclusion de que la infeccidén no estuviera presente o en periodo de incubacién en el
momento del ingreso. De hecho, en Espafa en el afio 2010, P. aeruginosa fue el
patdgeno mas frecuentemente aislado en infecciones respiratorias nosocomiales (18,6
%) (Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, 2010). Si bien no es la infeccién
nosocomial més frecuente, lugar que ocupa la infeccidn urinaria, la neumonia representa
la segunda causa de infeccion adquirida en el hospital y la mas frecuente en las UClIs de
adultos. Esta enfermedad es la que comporta mayor morbi-mortalidad, y provoca

frecuentemente que los pacientes que la presentan vean prolongada su estancia



Introduccién

hospitalaria (Craig and Connelly, 1984; Dixon, 1978; Graybill et al., 1973). P.
aeruginosa es la bacteria gramnegativa mas cominmente aislada (18,1 %) en pacientes
con neumonia en Estados Unidos (Gaynes and Edwards, 2005; Tam et al., 2007) y su
aislamiento se asocia con altas tasas de fracasos del tratamiento, recurrencias y

aparicion de resistencias en el transcurso del mismo.

Tabla 1.- Principales patologias asociadas a P. aeruginosa y su lugar de infeccién
(adaptado de la Guia de Terapéutica Antimicrobiana (Mensa et al., 2011) y
Microbiologia médica (Murray, 2006)).

Lugar de infeccion Patologia asociada

Tracto respiratorio Neumonia aguda
Tragueobronquitis
Bronconeumonia difusa
Bronconeumonia necrosante

Tracto urinario Infecciones agudas y crénicas
Infecciones asociadas a cateterizacién
permanente

Piel y tejidos blandos Dermatitis
Infeccién de heridas y quemaduras
Foliculitis
Ectima gangrenoso

Ojo Conjuntivitis
Endoftalmitis
Ulceras corneales
Queratitis

Oido Otitis externa (oido de nadador)
Otitis externa maligna
Otitis media cronica

Hueso y articulaciones Osteitis del pie
Pioartritis estenoarticular
Osteomielitis vertebral
Osteomielitis cronica

Corazon Endocarditis
Tracto gastrointestinal Enterocolitis necrosante
Sistema nervioso central Meningitis

Abscesos cerebrales

Por otro lado, la infeccion por P. aeruginosa supone una grave y frecuente
complicacion de la fibrosis quistica (FQ). Inicialmente, esta enfermedad congénita

ocasionaba una alta mortalidad infantil, ya que los nifios afectados apenas superaban el
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primer afio de vida y morian a causa de trastornos gastrointestinales (Lewis, 1996;
Quinton, 2007). En la actualidad, la esperanza de vida de los pacientes de FQ supera
con frecuencia los 30 afios y las complicaciones mas importantes se relacionan con la
infeccion bacteriana cronica broncopulmonar y la inflamacién concomitante. En este
tipo de cuadros clinicos, P. aeruginosa se aisla en el 50 % de los pacientes menores de
18 afios y en més del 80 % de los de mayor edad. La colonizacién-infeccion por P.
aeruginosa se relaciona claramente con una mayor morbilidad y mortalidad en
pacientes con FQ y se asocia a un progresivo deterioro de la funcion pulmonar y a una
disminucion de la supervivencia. Ademas, se ha comprobado que la adquisicion de este
patdgeno en edades tempranas influye negativamente en el pronéstico de la enfermedad
(De Gracia et al., 2002; Emerson et al., 2002; Ernst et al., 2007).

1.3. Factores de virulencia

P. aeruginosa posee numerosos factores de virulencia, entre los que se
encuentran componentes estructurales, toxinas y enzimas. No obstante, es dificil definir
el papel que juega cada uno de ellos en su patogenia, y la mayoria de los estudios
realizados sugieren que la virulencia de este microorganismo es multifactorial. Asi, P.
aeruginosa posee factores de virulencia vinculados a la propia célula, como los pili y
otras adhesinas que desempefian un papel importante en la primera fase de de union a
las células epiteliales. Ademas, P. aeruginosa sintetiza una capsula polisacaridica
compuesta de alginato, que parece estar implicada, no sélo en la unién de la bacteria a
las células epiteliales y a la mucina traqueobronquial, sino también en la proteccion
frente a la fagocitosis y los antibidticos (Leid et al., 2005; Pier et al., 2001; Slack and
Nichols, 1981). La produccion de este polisacarido esta sometida a una compleja
regulacion y los genes que la controlan pueden activarse en cepas que infectan pacientes
con fibrosis quistica o enfermedades respiratorias cronicas. Uno de los factores més
importantes en la virulencia de P. aeruginosa es el lipopolisacarido (LPS o endotoxina),

un constituyente estructural de la membrana externa (apartado siguiente).

Por otro lado, P. aeruginosa secreta numerosos factores extracelulares que
incluyen: i) pigmentos fluorescentes como pioverdina y piocinanina, ésta ultima con
capacidad quimiotactica sobre neutréfilos, en los que induce la produccién de radicales

toxicos del oxigeno que ocasionan dafios tisulares; ii) exotoxina A, producida por cepas
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patdgenas y capaz de alterar la sintesis de proteinas por inhibicion de la elongacion de la
cadena peptidica (Morlon-Guyot et al., 2009), probablemente esta toxina esté
involucrada en la dermatonecrosis asociada a quemaduras, asi como en el dafio corneal
de las infecciones oculares y el dafio tisular en las infecciones pulmonares crénicas; iii)
exoenzimas S y T, dos moléculas efectoras que la bacteria inyecta en las células del
huésped mediante su sistema de secrecion de tipo Il1; estas enzimas producen un dafio
en las células epiteliales que facilita la diseminacién bacteriana, la invasion celular y la
necrosis (Veesenmeyer et al., 2009). Ademas, P. aeruginosa secreta otros componentes
como elastasas, proteasa alcalina, fosfolipasa C y ramnolipido que participan en la

destruccion celular y tisular del huésped (Ben Haj et al., 2011; Murray, 2006).

1.4.  El lipopolisacarido (LPS o endotoxina)

El LPS, un complejo glicolipido exclusivo de gramnegativos, se localiza en la
monocapa mas superficial de la membrana externa bacteriana, donde ocupa el 75 % de
su superficie (Vaara, 1999). Esta molécula juega un papel esencial en el mantenimiento
de la estructura y estabilidad de la membrana externa, asi como en la funcion de barrera
de permeabilidad de esta membrana, debido al caracter simultdneamente anfipatico y
anionico que el LPS posee (Nikaido, 2003; Vaara, 1999). La estructura y composicién
del LPS, asi como su localizacion en la parte mas externa de la bacteria, le permiten
contribuir en la primera fase de la patogenicidad de P. aeruginosa: la adhesion.
Ademas, la liberacion de LPS durante una infeccién puede producir, indirectamente,
graves patologias como la sepsis y el choque endot6xico, que son consecuencia de una
sobreestimulacion del sistema inmunoldgico en respuesta a la presencia de LPS, entre

otros componentes microbianos.

El LPS de P. aeruginosa, como el de las enterobacterias, esta estructurado en
tres porciones bien diferenciadas: la cadena O (o antigeno O), el nicleo y el lipido A,
que es la parte responsable de la endotoxicidad (Rosenfeld and Shai, 1999);(Galanos et
al., 1985). La cadena O esta constituida por un nimero variable de unidades repetidas
de monosacaridos. Es una region que presenta gran variabilidad, y que al ser
inmunogénica, permite la clasificacion en serogrupos dentro de la especie. El ntcleo del
LPS suele ser de longitud muy inferior a la cadena O y esta compuesto por hasta 15

unidades de monosacéaridos, incluyendo compuestos exclusivos de procariotas. Esta
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estructura, que suele estar ramificada, une la cadena O con el lipido A. El nucleo se
subdivide en dos porciones, la interna est& constituida por L-glicero-D-manano heptosa
y é&cido 3-deoxy-D-mano-octulosonico (KDO), y la parte externa contiene varias
hexosas y presenta mayor grado de variabilidad (Holst, 1999). La presencia de varios
grupos fosfato y de otros compuestos cargados negativamente, como el KDO, confiere

al ndcleo interno un marcado caracter anionico.

El lipido A de P. aeruginosa presenta la estructura tipica del lipido A de muchas
bacterias gramnegativas, y en particular el de las enterobacterias, es decir, un esqueleto
de 2-desoxi-D-glucosa-2-amina (GlcN) fosforiladas en posiciones C4’ y C1 y unidas
mediante enlace B-(1’->6). Varios de los carbonos del esqueleto de diglucosamina estan
unidos por enlace amida o éster a 5 o 6 cadenas de A&cidos grasos dispuestas
paralelamente unas a otras. La mayoria de los lipidos A sintetizados por P. aeruginosa
(75 %) se encuentran acilados en 5 posiciones diferentes (pentaacilados), mientras que
el resto se encuentran hexaacilados, o excepcionalmente heptaacilados (Ernst et al.,
2003).

Segun algunos autores, el grado de acilacion depende de las condiciones de
crecimiento de P. aeruginosa. La heterogeneidad del lipido A se debe tanto a su grado
de acilacion, como al tipo de enlace entre los acidos grasos y la diglucosamina (éster o
amida) (Bhat et al., 1990; Holst et al., 1993). Asi, el LPS de E. coli, otro patdgeno
gramnegativo de gran relevancia clinica, es hexaacilado (Holst et al., 1993) y se ha
descrito que este LPS es méas endotdxico que el LPS de P. aeruginosa (Pier et al.,
1981). Por otra parte, los LPS hexaacilados de P. aeruginosa provocan en el huésped
una respuesta inflamatoria mayor que los LPS pentaacilados y un aumento de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias (Ernst et al., 2003). Ademas, se conoce que las
cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica o cultivadas
en medios con bajas concentraciones de Mg®" presentan, predominantemente, un LPS
hexaacilado, lo que podria explicar, al menos en parte, la gravedad de las infecciones

por P. aeruginosa en estos pacientes (Ernst et al., 2003; Ernst et al., 2007).
1.5. Interaccién del LPS con el sistema inmunologico y choque séptico

El sistema inmunoldgico reacciona frente a las infecciones desencadenando una

respuesta inflamatoria que implica a muchos mediadores celulares y plasmaticos. La
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primera etapa de esta reaccion se inicia con la activacion local de los efectores del
sistema inmunitario innato, y prosigue con una respuesta a nivel sistémico, que puede
provocar la aparicion de respuestas agudas. Aunque las respuestas inflamatorias son
habitualmente beneficiosas, también pueden ocasionar dafios en los tejidos y, por tanto,
contribuir a empeorar los sintomas de la enfermedad. Entre los procesos de la
inflamacién aguda destacan: i) la expansion de los capilares para aumentar el flujo
sanguineo, lo que causa enrojecimiento o exantema localizado; ii) el aumento de la
permeabilidad de los capilares sanguineos con la consiguiente acumulacion de liquido
en los tejidos (edema) v iii) la diapédesis o salida de los leucocitos desde los capilares y

posterior migracion hacia el foco de la lesion.

Ademas, la respuesta inflamatoria incluye sintomas sistémicos como fiebre,
taquicardia, taquipnea (aumento de la frecuencia respiratoria), fatiga, malestar general,
mialgias, escalofrios y sudoracion. Los receptores del sistema inmunologico innato
estan especializados en reconocer estructuras microbianas ajenas al huesped, incluyendo
no s6lo moléculas asociadas a la envoltura bacteriana tales como la endotoxina (LPS),
lipoproteinas, proteinas de membrana externa, flagelina, fimbrias, peptidoglicano y
acidos lipoteicoicos, sino también componentes intracelulares como el ADN
procariotico. Para ello, estos receptores poseen dominios moleculares denominados
PRRs (pattern recognition receptor) que reconocen porciones (“patrones”) -a menudo
conservadas dentro de un mismo grupo microbiano-, caracteristicos de los patdégenos y
conocidos como PAMPs (pathogen-associated molecular pattern). Los receptores
implicados en este reconocimiento se integran dentro de la familia TLRs (toll-like

receptor).

La excesiva respuesta inflamatoria frente a los PAMPs (y en particular frente al
LPS en el caso de las bacterias gramnegativas), puede dar lugar a una grave patologia
denominada sepsis, cuya complicacion mas grave es el choque séptico (0 endotdxico).
En la literatura médica, la sepsis se equipara al denominado “sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica” (SRIS) asociado a una infeccion. Para que se diagnostique a un
paciente SRIS deben concurrir dos 0 méas de los siguientes sintomas: temperatura
corporal de 38 °C o menor de 36 °C, taquicardia, taquipnea y recuentos leucocitarios
anormales. Se define choque séptico como la sepsis con hipotensién que persiste

después de la reposicion adecuada de liquidos. En esta patologia, caracterizada por un



Introduccién

fallo multiorganico, participan las células endoteliales, neutréfilos, monocitos,
macrofagos y el complemento sanguineo. El fallo multiorgénico generalizado esta
provocado por mecanismos especificos y distintos en cada uno de los drganos, pero en
todos los casos la activacion de la respuesta inflamatoria y de los sistemas
neuroendocrinos juegan un papel esencial. Los 6rganos o sistemas mas afectados en el
choque séptico son el sistema termorregulador (lo que causa hipertermia o fiebre), la
funcién respiratoria (taquipnea e hiperventilacion), el sistema cardiovascular
(hiperdinamia y taquicardia), la funcion metabdlica (perfusion de oxigeno disminuida y
aporte nutricional alterado), el sistema renal (fracaso renal), la funcion hepaética,
hematoldgica (coagulacion intravascular diseminada (CID) y neuromuscular (debilidad
neuromuscular prolongada y alteraciones en el sistema nervioso central como letargia,

obnubilacion o coma).

La estimulacion dependiente de LPS ocurre a través de varias interacciones de
esta molécula con proteinas del huésped, como la LPS-binding protein (LBP), que tiene
una gran afinidad por la region més conservada del LPS, el lipido A. A continuacion, la
LBP transfiere el LPS a la molécula CD14, una proteina glicosilfosfatidilinositol, que se
encuentra bien en forma soluble o bien anclada a la membrana de las células mieloides.
El CD14 facilita la transferencia del LPS a TLR-4/MD-2, un complejo receptor que
modula la cascada de reconocimiento de LPS (Wright et al., 1990) y actia como
transductor celular de sefiales. MD-2 es un cofactor soluble asociado no covalentemente
a TLR-4, que puede unir LPS incluso en ausencia del receptor TLR (Gioannini et al.,
2004; Nagai et al., 2002; Shimazu et al., 1999). Aungue no existe ninguna evidencia de
que el LPS pueda unirse directamente a TLR-4, se sabe que éste puede potenciar la
union entre MD-2 y LPS (Mitsuzawa et al., 2006).

Tras el reconocimiento del LPS, TLR-4 es capaz de oligomerizarse, y a través de
sus dominios TIR (Toll-inteleukin-1 receptor), reclutar a varias proteinas adaptadoras
especificas que transducen y amplifican la sefial. Las proteinas adaptadoras reclutadas
por estos dominios son: MyD-88 (myeloid differenciation primary response gene 88),
TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein), TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-5), TRAM (TRIF-related adaptor molecule), y SARM (sterile a
and HEAT-Armadillo motifs-containing protein) (O'Neill and Bowie, 2007). Estas

proteinas a su vez interactlan con otras proteinas, como IRAK o TRAF®6, y finalmente
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la cascada de sefiales confluye en la activacion de la transcripcion de NF-kB y AP-1.
Estos dos efectores intracelulares promueven la produccion de citoquinas
proinflamatorias, como algunas interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-8) o el factor de necrosis
tumoral (TNF-a). Asimismo, mediante la via principal de sefializacion TLR4/MD-2, los
macrofagos pueden secretar otros mediadores, como el factor activador de plaquetas,
prostaglandinas, IFN-y y oxido nitrico. Independientemente de este sistema de
reconocimiento, el LPS también interactla con el complemento sanguineo y promueve
su activacion a través de la denominada ruta alternativa del complemento (Fujihara et
al., 2003; Munford, 2006).

En Estados Unidos, la incidencia de la sepsis es de 50-95 casos por cada 100 000
ingresos, y en los Gltimos afos esta cifra ha aumentado en torno a un 9 % (Martin et al.,
2003). Se estima que aproximadamente el 9 % de los casos de sepsis evoluciona a
sepsis severa y un 3 % de éstos se complica a un choque endotoxico (Rangel-Frausto et
al., 1998). Ademas, la sepsis afecta a un 10 % de los pacientes ingresados en UCIs en
Estados Unidos (Annane et al., 2005). Esta patologia causa una alta morbi-mortalidad
en todo el mundo, con unas tasas de mortalidad de 35-70 %, dependiendo de factores
como el sexo, la edad, el origen étnico, la presencia de una infeccion pulmonar previa o
un sindrome de disfuncion respiratoria aguda, el fallo renal, o el origen de la infeccién
(mas grave si es nosocomial y polimicrobiana). Finalmente, la sepsis y el choque
séptico incrementan el riesgo de sufrir infecciones por patégenos oportunistas
resistentes a antibidticos y complicaciones musculares asociadas al cuidado intensivo
del paciente (Annane et al., 2005). Las infecciones pulmonares, las gastrointestinales y
las bacteriemias primarias causan el 80 % de las sepsis diagnosticadas y
aproximadamente el 90 % de ellas son provocadas por patdgenos bacterianos (Annane
et al., 2005; Martin et al., 2003). En la Tabla 2 se muestran las frecuencias estimadas de

choque séptico en funcion del patdgeno causante en Estados Unidos.
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Tabla 2- Patdgenos principales causantes del choque séptico. Adaptado de (Annane et
al., 2005).

Frecuencia
estimada
Bacterias Gram-positivas 30-50 %
S. aureus sensible a meticilina 14-24 %
S. aureus resistente a meticilina 5-11 %
Otros Staphylococcus spp. 1-3%
Streptococcus pneumoniae 9-12 %
Otros Streptococcus spp. 6-11 %
Enterococcus spp. 3-13%
Anaerobios 1-2%
Otras bacterias Gram-positivas 1-5%
Bacterias Gram-negativas 25-30 %
E. coli 9-27 %
P. aeruginosa 8-15 %
Klebsiella pneumoniae 2-71%
Enterobacter spp. 6-16 %
Haemophlus influenzae 2-10 %
Anaerobios 3-7%
Otras bacterias Gram-negativas 3-12%
Hongos
Candida albicans 1-3%
Otras Candida spp. 1-2%
Levaduras 1%
Parasitos 1-3%
Virus 2-4%

Durante un proceso infeccioso, las bacterias gramnegativas liberan cierta
cantidad de LPS al multiplicarse. Ademas, los mecanismos de defensa del huésped
causan frecuentemente la lisis bacteriana con el consiguiente aumento de liberacién de
LPS. Ademas, se ha descrito que algunas terapias antibioticas provocan, como efecto
indeseado, la liberacion de la endotoxina. Entre los antibioticos que promueven esta
liberacion de LPS se encuentran los B- lactamicos, las quinolonas y los aminoglucosidos

(Kirikae et al., 1998; Lepper et al., 2002). Por ello, actualmente existe un gran interés en
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el desarrollo de compuestos capaces de neutralizar la endotoxina, o aun mejor, de
agentes dotados simultdneamente de una potente actividad bactericida sumada a una
elevada capacidad neutralizante de LPS, como es el caso de la polimixina B (PMB), o

de la colistina (Sdnchez-Gomez et al., 2011).

Actualmente, no existe una terapia directa y eficaz contra la sepsis o el choque
séptico. La prevencion del choque séptico estd basada en el uso de vacunas y
antibioticos como estrategias preventivas de infecciones iatrogénicas (desarrolladas
después de un acto médico), aunque también se recurre a la administracion de
inmunoterapia (Annane et al, 2005). Los tratamientos antimicrobianos se
complementan con otras estrategias que persiguen mantener las constantes vitales del
paciente dentro de determinados rangos. El choque séptico, a menudo, provoca
hiperglicemia y déficit de electrolitos, por lo que se recurre a la infusion de insulina 'y a
la reposicion de electrolitos mediante soluciones que los contengan. Ademas, el
paciente puede presentar problemas hemodindmicos y coagulopatias, por lo que se
recurre a la administracion de transfusiones sanguineas, plaquetas, anticoagulantes,
corticoesteroides y farmacos vasoconstrictores (dopamina y norepinefrina). La
ventilacion mecanica o la hemodiélisis suelen ser los métodos clinicos de eleccion en el
caso de que los pacientes presenten insuficiencia respiratoria o disfuncién renal. Por
ultimo, es importante un adecuado mantenimiento de las funciones organicas asistido
por la monitorizacion cardiovascular, asi como un adecuado aporte nutricional en las

fases tempranas de la patologia.

No obstante, estos tratamientos basados en el control de la infeccion y el soporte
de los oOrganos resultan a menudo insuficientes, lo que esta estimulando una activa
investigacion encaminada a desarrollar terapias mas directas frente al choque
endotdxico. Entre estos tratamientos experimentales, se encuentran aquellos dirigidos a
neutralizar citoquinas y mediadores proinflamatorios, como TNF-a e IL-1 (Reinhart and
Karzai, 2001). Otros investigadores estudian el posible uso de compuestos como la
antitrombina 11, o inhibidores de la via del complemento (Samuelsen et al., 2004), del
factor tisular (tifacogin) o del receptor TLR-4 (Nakamura et al., 2007). Ademaés, se ha
estudiado el empleo de anticuerpos monoclonales anti- TNF-a (afelimomab) y la
administracion de IFN-y como estrategia para mejorar la actividad monocitica (Docke et

al.,, 1997). Finalmente, se estan probando compuestos que podrian neutralizar la
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endotoxina bacteriana, como antisueros humanos, estatinas, macrélidos, asi como la
depuracién extracorpdrea, hemofiltracion y hemoadsorcion de endotoxinas con PMB
inmovilizada (Toraymyxin ®) (Shoji, 2003). Hasta ahora, estas estrategias no han
cosechado resultados del todo satisfactorios y la administracion de proteina C reactiva
recombinante (drotrecogin-o) ha sido hasta el afio 2011 el unico método, junto a la
administracion de hidrocortisona, aprobados para el tratamiento clinico de pacientes con
choque séptico (Bernard et al., 2001). No obstante, la proteina C reactiva ha sido

retirada del mercado por su dudosa relacion coste/beneficio (Angus, 2012).

En principio, un tratamiento antiendotoxico ideal deberia ser capaz de inhibir el
desencadenamiento de la patologia en las fases mas tempranas, bien neutralizando la
molécula causante de la misma (el LPS, sobre todo, en el caso de infeccion por bacterias
gramnegativas), o bien inhibiendo las vias iniciales de sefializacion dependientes de
TLR. En cuanto a la primera estrategia, se conocen péptidos catidnicos con gran
afinidad por el LPS, y se ha demostrado en modelos animales, que estos compuestos
son capaces de proteger frente al choque endotoxico. Asi, se han descrito varios
péptidos que neutralizan al LPS in vivo, como los derivados de la catelicidina, como
LL-37, de la cecropina como el péptido CM4 (Lin et al., 2008), o péptidos hibridos
derivados de la cecropina y melitina como MBI-27, MBI-28 (Gough et al., 1996) y
CA(1-8)M(1-18) (Velasco et al., 1997); derivados de la NK-lisina, como NK-2 (Andra
et al., 2004), de la indolicidina (Scott and Hancock, 2000) o del factor LAL (Limulus
anti-LPS), como el péptido Pep 19-2.2 (Gutsmann et al., 2010). Otros péptidos son
capaces de competir con el LPS por la union al receptor TLR-4, impidiendo la
translocacion de NF-kB al nuacleo e inhibiendo la liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Algunos de estos compuestos han mostrado ser terapéuticamente
eficaces en modelos animales de choque séptico (Gutsmann et al., 2010).

1.6. Resistencia antibiotica
1.6.1. Relevancia clinica

Ademas de la propia gravedad de la enfermedad debida a una determinada
infeccion, la dificultad para instaurar una terapia eficaz depende de un problema

afiadido: la aparicion de cepas multiresistentes a los antibi6ticos.
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La mayoria de cepas de P. aeruginosa multiresistentes son aisladas de pacientes
con fibrosis quistica o de personas que sufren inmunodepresion de distinta etiologia.
Este patogeno adquiere fécilmente resistencias antibidticas, que son rapidamente
seleccionadas tras una terapia antibiotica. Asi, un estudio describe que el 27-72 % de las
cepas de P. aeruginosa multiresistentes aisladas eran sensibles antes de la terapia
antibiotica (Obritsch et al.,, 2005). Ademas, la adquisicion de P. aeruginosa
multiresistente en el &mbito hospitalario, en especial en pacientes de fibrosis quistica, se
estd incrementando, lo que puede dar lugar a graves brotes (Saiman et al., 1996). Un
estudio realizado entre 1993 y 2002 en UCIs de hospitales de EEUU reveld que la
frecuencia de aislamiento de cepas multiresistentes ha aumentado en numerosas
especies bacterianas, siendo para P. aeruginosa (al menos resistente a tres de cuatro
antibidticos: ceftazidima, imipenem, ciprofloxacino y tobramicina) del 7,6 %. Ese
mismo estudio describié que el 21-35 % de las cepas de P. aeruginosa aisladas eran
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (NNIS System, 2004), y otro estudio,
también en EEUU, demostr6 un incremento de la resistencia a carbapenemes (Tam et
al., 2007). En otro estudio multicéntrico espafiol sobre 1.014 cepas de P. aeruginosa
procedentes de 136 hospitales, se comprob6 que ninguno de los antimicrobianos
evaluados era activo frente a todos los aislamientos. Las tasas de resistencia para los
principales compuestos fueron: piperacilina-tazobactam 7%, meropenem 8%, amikacina
9%, tobramicina 10%, imipenem 14%, ceftazidima 15%, cefepima 17%, aztreonam y
ciprofloxacino 23% y gentamicina 31%. Las cepas comunitarias eran mas
frecuentemente resistentes a fluoroquinolonas, mientras que las resistentes a

carbapenemes procedian del entorno hospitalario (Bouza et al., 2003).

En bacteriemias, P. aeruginosa es, junto a Klebsiella pneumoniae productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) y Acinetobacter baumannii, la bacteria
gramnegativa con mas tendencia a presentar fenotipos multiresistentes. La mortalidad
asociada a la bacteriemia por estos fenotipos es muy elevada (33,3 % en P. aeruginosa)
(Michalopoulos et al., 2011). Otro estudio, donde se realizd un seguimiento de
aislamientos de P. aeruginosa en bacteriemias entre los afios 2005 y 2007 en Houston,
mostrd que el 10-17 % de los aislamientos clinicos obtenidos eran multiresistentes (Tam
et al., 2010). La frecuencia de aparicion de este fenotipo en P. aeruginosa ha sido

relativamente constante y baja (1,6-3 %) en Norteamérica, mientras que en Ameérica
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Latina y Europa ha habido una tendencia al incremento, del 12 % al 18 % y del 5 % al

11 %, respectivamente.

Numerosos estudios han demostrado que la administracion de una terapia
experimental inapropiada esta asociada con los fallos terapéuticos en infecciones por
organismos multiresistentes. De hecho, se ha descrito que un retraso en la instauracion
de la terapia antibidtica adecuada incrementa las frecuencias de morbi-mortalidad y la
duracién de la estancia en el hospital (Fraser et al., 2006; Kang et al., 2005). Por
ejemplo, un estudio ha publicado que la mortalidad asociada a la prescripcion de una
terapia inicial inadecuada era del 30,7 % frente al 17,8 % observado en los pacientes

con tratamientos anti-pseudomonas eficaces (Micek et al., 2005).

En algunas patologias como la fibrosis quistica, la multiresistencia de P.
aeruginosa tiene tal relevancia cualitativa y cuantitativa, que las opciones terapéuticas
se ven limitadas al uso de la colistina y la polimixina B (Falagas and Kasiakou, 2005;
Michalopoulos et al., 2011), antibidticos que practicamente se dejaron de utilizar por su
toxicidad (Landman et al., 2008). De hecho, la polimixina B es el antibidtico con mayor
actividad frente a P. aeruginosa, pues el 98,7 % de los aislamientos son susceptibles a

este compuesto (Gales et al., 2006).

1.6.2. Mecanismos de resistencia antibidtica de P. aeruginosa

Los principales mecanismos de resistencia antibiotica de P. aeruginosa son: i) la
baja permeabilidad de la membrana externa; ii) la expresién de bombas de expulsion
activa (efflux pumps) de antibioticos; iii) la inactivacion de los antibidticos por
modificacion enzimética; iv) la modificacion de las dianas antibidticas por mutaciones

previas.
A. Baja permeabilidad

Las bacterias gramnegativas presentan una envoltura celular con una estructura
caracteristica, basada en dos membranas separadas por un espacio periplasmico, donde
se sitlia una delgada capa de peptidoglucano. Como se ha comentado anteriormente, la
membrana externa constituye una importante barrera de permeabilidad para muchos
agentes antimicrobianos y, en general, para compuestos que resultan tdxicos para la

bacteria. EI LPS, que se encuentra en la zona mas externa de esta membrana, se
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encuentra cargado negativamente a pH fisiologico, debido a los grupos monofosfato del
lipido A y del ndcleo interno, asi como a los grupos carboxilo de los compuestos del
ndcleo. Esta carga negativa esta parcialmente neutralizada por uniones electrostaticas
entre estos grupos y cationes divalentes (Ca** y Mg?"). Por todo ello, esta region
superficial de la envoltura bacteriana es muy polar e impide la difusion de antibidticos,
sobre todo hidrofébicos, al interior de la bicapa lipidica (Hancock, 1997b). P.
aeruginosa puede reducir todavia mas esta baja permeabilidad adquiriendo mutaciones
que reducen o eliminan la expresion de ciertas porinas (OprD, OprF, OprE y OprC).
Estas proteinas integrales de membrana externa proporcionan una via de entrada a
algunos antibidticos, sobre todo hidrofilicos, al interior de la célula. Un ejemplo de este
mecanismo es la adquisicion de resistencia a imipenem por una mutacion que resulta en

la inhibicion de la producciédn de la porina OprD (Farra et al., 2008).
B. Bombas de expulsion activa (efflux pumps)

Las bombas de expulsion activa o de flujo (efflux pumps) son sistemas
compuestos por varias proteinas situadas en la envoltura celular que trabajan
conjuntamente para bombear al exterior de la célula sustancias perjudiciales. En las
bacterias, estos sistemas tienen la capacidad de captar y expulsar antibioticos. La
multiresistencia debida a bombas de flujo parece depender estrechamente de la
integridad de la membrana externa y de la capacidad de ésta para actuar como barrera
de permeabilidad (Nikaido, 1994).

Las bombas de expulsién activa que posee P. aeruginosa estan integradas dentro
de 5 “superfamilias”, divididas en dos grupos dependiendo de cudl sea su fuente de
energia, bien el gradiente electroquimico transmembrana de protones (o de sodio), o
bien la hidrélisis de ATP. En P. aeruginosa predominan los sistemas pertenecientes a la
familia RND (resistance-nodulation-cell division), cuya fuente de energia proviene de
la entrada de protones a la célula a favor de gradiente. Este tipo de bombas esta
integrado por tres componentes: la bomba propiamente dicha constituida por un
transportador situado en la membrana citoplasmatica, otra proteina con estructura de
porina situada en la membrana externa que actia como canal de expulsion, y una tercera
(proteina de fusion a membrana (MFS)) que se encuentra en el espacio periplasmico y

que acopla las dos anteriores. Las bombas de expulsion mas comunes y con mas
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relevancia clinica en P. aeruginosa son: MexAB-OprM (Poole et al., 1993), MexCD-
OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM, aunque también pueden aparecer MexJK-OprM,
MexHI-OpmD, y MexVW-OprM (Li et al., 2003). Estas bombas pueden expulsar en
mayor o menor grado no solo los antibidticos B-lactdmicos, sino también otros
antibioticos como fluoroquinolonas, quinolonas, macroélidos, tetraciclinas, cloranfenicol,
lincomicina y novobiocina (Strateva and Yordanov, 2009). En la Tabla 3 se resumen los
principales fenotipos de resistencia esperados segun el sistema de expulsion activa

expresado.

Tabla 3- Patrones de susceptibilidad antibiotica a los B-lactdmicos en P. aeruginosa y
su correspondencia con la posesion de un determinado mecanismo de resistencia
(adaptado de (Vila and Marco, 2010)).

Fenotipos de resistencia

TIC TCL PIP PTZ CAZ CEF ATM IMP MER Mecanismo de resistencia

S S S S S S S R r Pérdida porina OprD

R R rMR /R r'R r'R r'R S r Sistema MexAB-OprM

MR 1R MR 1R r'R R r'R S S Sistema MexCD-OprJ

MR rIR rMR /R r'R r'R r'R R r Sistema MexEF-OprN*

MR rIR rMR /R r'R r'R r'R S S Sistema MexXY-OprM

r R r r r Sir r S S Desrepresion parcial AmpC
R R R R R r'R R S S Desrepresion total AmpC

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CEF. cefepima; IMP: imipenem; MER: meropenem; PIP:
piperacilina; PTZ: piperacilina-tazobactam; R: resistente; S: sensible; r: sensibilidad disminuida; TCL:

ticarcilina-ac. clavulanico; TIC: ticarcilina.

*Sistema activado por MexT, que simultdneamente regula negativamente la expresion de la porina OprD,
por lo que la disminucion de la sensibilidad a los carbapenemes en este fenotipo no es debido a la accién

de la bomba efflux sino a la pérdida de la porina.

Solo las bombas MexAB-OprM y MexXY-OprM se expresan de forma
constitutiva, aunque a bajo nivel, en P. aeruginosa. Sin embargo, ciertas mutaciones
gue inactivan los genes reguladores de la expresion de estas bombas (mexR y mexZ,
respetivamente) desreprimen constitutivamente estos sistemas, produciendo su
sobreexpresion y aumentando consiguientemente la resistencia a sus antibioticos

sustrato. Otros genes como nalB, nalD y nalC también participan en la regulacion de
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estos operones Yy su alteracion puede provocar la sobreexpresion de las bombas. Por otro
lado, P. aeruginosa posee genes para dos bombas, MexCD-OprJ y MexEF-OprN, que
no se expresan constitutivamente y que dependen de los reguladores codificados por
nfxB y mexS-mexT (represor/activador), respectivamente. La mutacién de nfxB puede
provocar la expresion de MexCD-Opr] y la consiguiente adquisicion de resistencia a 3-
lactamicos, con preferencia por cefalosporinas de cuarta generacién. La alteracion en el
balance de MexS y MexT puede dar lugar a la produccién de MexEF-OprN, un sistema
cuyo funcionamiento confiere resistencia a las fluoroquinolonas, y reduce la

sensibilidad a los carbapenemes, en especial a imipenem (Vila and Marco, 2010).
C. Enzimas modificantes

Una vez que el antibidtico penetra al interior de la bacteria, existen enzimas
capaces de inactivarlo, bien por hidroélisis, como en el caso de las B-lactamasas, 0 bien
por modificacion quimica, como hacen las enzimas modificantes de aminoglucosidos

(Rodriguez-Esparragén et al., 2000).

La enzima modificante mas importante y mejor estudiada en P. aeruginosa es la
B-lactamasa cromosomica inducible de clase C (AmpC), codificada por el gen ampC, y
que tiene homologia estructural y funcional con -lactamasas de algunas enterobacterias
(Citrobacter freundii, Enterobacter, Serratia marcescens y Morganella morgani). En
condiciones normales esta enzima con actividad cefalosporinasa tiene bajo nivel de
expresion y es responsable de la resistencia a aminopenicilinas (amoxicilina y
ampicilina) y cefalosporinas de espectro reducido (de primera y segunda generacion).
Sin embargo, la bacteria puede aumentar la produccion de esta enzima de 100 a 1000
veces en presencia de antibidticos inductores, como la cefoxitina o el imipenem, aunque
esta sobreexpresion es reversible y cesa al retirar el agente inductor. Ademas, la
produccion de AmpC también puede verse incrementada por mutaciones cromosémicas
en genes que codifican proteinas reguladoras de la produccion de AmpC. Este es el caso
de ampD, que codifica una N-acetil-anhidromuramil-L-alanina-amidasa citosdlica
involucrada en el reciclaje del péptidoglucano y de ampR, que codifica un regulador
transcripcional tipo LysR (Moya et al., 2009). Este tipo de mutaciones producen una
expresion constitutiva de AmpC de alto nivel y establemente desreprimida. Cuando,

debido a estos mecanismos, la bacteria produce niveles de AmpC suficientemente altos,
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adquiere resistencia a todos los antibidticos B-lactdmicos, con la excepcion de los
carbapenemes (Tabla 3). Ademas de las proteinas mencionadas, hay otras moléculas
que podrian jugar un papel esencial en la regulacion de la expresion de AmpC, como
dos proteinas homélogas a AmpD, denominadas AmpDh2 y AmpDh3, y la PBP4
codificada por el gen dacB, (Juan et al., 2006; Moya et al., 2009).

Otras enzimas importantes, pero que aparecen con menos frecuencia en P.
aeruginosa, son las B-lactamasas de clase A (B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE)), clase B (metalo-pB-lactamasas) y clase D (oxacilinasas). En los Gltimos afios se
ha detectado un importante aumento en el aislamiento de cepas que expresan metalo-f3-
lactamasas. Este hecho es especialmente preocupante, ya que estas enzimas inactivan
eficazmente los antibiodticos de eleccién para el tratamiento de infecciones producidas
por cepas multiresistentes de P. aeruginosa, los carbapenemes (imipenem vy
meropenem, entre otros). La mortalidad asociada a la bacteriemia producida por cepas

de P. aeruginosa resistentes a carbapenemes supera el 30 % (Suarez et al., 2010).

La modificacion enzimatica del antibidtico también es el mecanismo de
resistencia mas importante de entre los que confieren resistencia a los aminoglucosidos.
Dicha modificacion, que implica habitualmente una acetilacion, una fosforilacion o una
adenilacién, disminuye la afinidad del antibidtico por su diana, la subunidad ribosémica
30S.

D. Modificacion de la diana antibidtica

El segundo mecanismo que puede actuar una vez que el antimicrobiano ha
entrado en la celula bacteriana es el basado en la alteracion de la diana intracelular del
antibidtico. Esta alteracion disminuye o incluso inhibe totalmente la capacidad del
antibidtico para unirse a su blanco de accién. Este es el mecanismo mas importante de
entre los responsables de la resistencia de P. aeruginosa a quinolonas vy
fluoroquinolonas. Es bien conocido que estas dos familias de antibidticos pierden su
actividad frente a cepas que han modificado las dianas intracelulares de estos
compuestos, la ADN girasa y la topoisomerasa 1V, debido a mutaciones en sus genes
codificantes, gyrA y parC respectivamente (Hancock and Speert, 2000; Vila and Marco,
2010).

18



Introduccién

Generalmente, P. aeruginosa no presenta un unico mecanismo de resistencia
frente a un determinado antibidtico, sino que posee varios mecanismos que ademas
pueden actuar conjuntamente. Este hecho dificulta todavia més el tratamiento frente a

las infecciones debidas a este microorganismo.
2. Efecto postantibidtico

El efecto postantibidtico (Post Antibiotic Effect (PAE)) es el término utilizado
para describir el retraso observado en el crecimiento de un cultivo microbiano tras ser
expuesto a un agente antimicrobiano y una vez que el agente ha sido retirado
(McDonald et al., 1977). De esta manera, un organismo expuesto a un agente con PAE
crecera mas despacio -al menos durante el periodo inmediatamente posterior a la
retirada del agente- que un organismo no tratado. Desde el descubrimiento de la
penicilina, este efecto ha sido estudiado por muchos grupos de investigacion. Un
estudio realizado por Parker y Marsh describié un retraso de hasta 30 minutos en el
crecimiento de un cultivo de Staphylococcus expuesto a penicilina G una vez eliminado
el antibidtico (Parker and Marsh, 1946). Este efecto fue posteriormente estudiado por
otros investigadores tanto in vitro como in vivo, sobre todo en bacterias grampositivas, y

en la década de 1970 se comenz0 a estudiar el PAE sistematicamente en gramnegativos.

La existencia 0 no de un retraso en el crecimiento bacteriano tras la exposicién a
un antimicrobiano y la magnitud del mismo dependen de muchos factores, entre los que
destaca el tipo de antibiotico utilizado y las caracteristicas del organismo en estudio. En
general, los inhibidores de la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, como la
novobiocina, los macroélidos, aminoglucdsidos o quinolonas, producen mayores PAES
que los antibioticos B-lactamicos. Ademas, en las bacterias grampositivas los
antibioticos B-lactdmicos producen PAEs de corta duracion, mientras que en bacterias
gramnegativas como E. coli o P. aeruginosa, o bien no se obtiene retraso en el
crecimiento bacteriano, o bien se obtienen resultados paradojicos, como PAEs inferiores
a 0. Un PAE negativo implica que el tiempo de generacién del cultivo pre-expuesto al
antibidtico es menor que el de un cultivo no tratado. Otros factores que pueden afectar
en mayor o menor medida a la magnitud del PAE son los siguientes: la concentracion
del antimicrobiano empleado, la duracion de la exposicion, la fase de crecimiento en la

qgue se encuentre el microorganismo, el tamafio de la poblacion microbiana, las
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condiciones de pH, temperatura, presion parcial de oxigeno y el tipo de medio utilizado
(Craig and Gudmundsson, 1996).

En contraste con la abundante informacion recopilada sobre el PAE en estudios
in vitro, la informacién sobre este fendmeno in vivo es més escasa, debido a las
dificultades que entrafian este tipo de estudios. Para medir PAEs de antimicrobianos in
Vivo se recurre a realizar recuentos periddicos de la carga microbiana presente en tejidos
blandos y fluidos corporales tras un tratamiento antibiético. Asimismo, se han descrito
algunos modelos animales, como la infeccion de muslo, neumonia, infeccién
subcutanea y modelo de hilo de algodon en ratones, asi como de meningitis en conejos
y endocarditis en ratas (Craig et al., 1991; Eagle et al., 1950; Renneberg and Walder,
1988; Sande et al., 1981).

2.1. Relevancia clinica del PAE

La posesion de PAE por parte de un antimicrobiano tiene importantes
implicaciones clinicas, en particular sobre los protocolos de dosificacion de estos
agentes. Asi, un antimicrobiano que indujera un PAE prolongado sobre un determinado
microorganismo podria administrarse de forma mas espaciada que otro que no tuviera
PAE, sin que se perdiera la eficacia terapéutica (Craig and Gudmundsson, 1996). Este
mayor espaciamiento se traduciria en una pauta de dosificacion mas comoda para el
paciente y en una potencial reduccién de la toxicidad del tratamiento, asi como en la
disminucion de los costes sanitarios (material desechable, personal especializado en la
administracion del farmaco, etc). Asimismo, la producciéon de PAE por parte de un
antibidtico podria contribuir al control de las infecciones de manera indirecta, pues se ha
descrito que los microorganismos son mas sensibles a la accion de los leucocitos
mientras dura este fenémeno (Craig and Gudmundsson, 1996). Finalmente, en ensayos
clinicos centrados en el control de infecciones en pacientes con cancer, se ha estudiado
la dosificacion intermitente como una alternativa a la terapia continua con resultados

satisfactorios en algunos de los casos.

Los aminoglucosidos son los antibidticos empleados como prototipo de los
agentes con PAE. La eficacia terapéutica de estos antimicrobianos se ha asociado con su
capacidad para provocar PAE tanto en modelos animales como en ensayos clinicos en

seres humanos (Craig, 1995; Wood et al., 1988). Aunque la mayoria de publicaciones
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muestran resultados similares en cuanto a eficacia y toxicidad, existen estudios donde se
ha observado una mejora de la eficacia y una disminucion de reacciones adversas, 0
bien un retraso de la aparicion de la nefrotoxicidad con un régimen de dosificacion de
una dosis por dia de aminoglucosido con respecto a protocolos donde se realizan dos,
incluso tres, administraciones diarias del mismo aminoglucésido (Craig, 1995). En
relacion con esta observacion, la alta eficacia lograda con una dosis diaria de
aminoglucosidos —capaz de generar concentraciones en suero y tejidos superiores a su
CMI durante el 30-40 % del intervalo entre dosis-, sugiere que los antimicrobianos con
PAE pueden tener un gran impacto clinico. Sin embargo, son necesarios mas estudios
en modelos animales y ensayos clinicos en humanos para determinar el verdadero valor

terapéutico del PAE.

2.2.  Mecanismo del PAE

La explicacion biologica del PAE, sobre todo a nivel celular y fisiolégico, no
estd del todo clara, y se han formulado varias hipotesis para intentar explicar este
fendmeno en funcidn de: i) la persistencia limitada del agente antimicrobiano en el sitio
de accidn; ii) la reparacion del dafio producido en las estructuras celulares; y iii) la

regeneracion de macromoléculas esenciales (Craig and Gudmundsson, 1996).

2.2.1. Persistencia limitada del agente en el sitio de accion

Esta hipotesis considera que el PAE es consecuencia del tiempo que dura la
interaccién entre el antibidtico y su diana molecular. Esta explicacion se postula sobre
todo para antibioticos cuyas dianas moleculares son subunidades especificas de los
ribosomas bacterianos (eritromicina, tetraciclina y cloranfenicol, entre otros). No
obstante, hay estudios que demuestran que los retrasos asociados a los PAEs de algunos
antibidticos superan el tiempo calculado para la interaccion antibiotico-diana (Gerber
and Craig, 1981). Sin embargo, en ¢l caso de los antibioticos -lactamicos, cuyo blanco
de accion son las PBPs (penicillin binding proteins), hay algunos datos que apoyan esta
hipdtesis. Asi, se estima que el complejo PBP-penicilina se disocia tras unos 10
minutos, regenerando de nuevo la enzima activa para la sintesis del peptidoglucano
(Georgopapadakou and Liu, 1980). Tambien concuerda con esta hipdtesis, la distinta

magnitud del PAE observada para los B-lactamicos en bacterias grampositivas y
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gramnegativas (ver mas arriba), pues este fendmeno podria reflejar diferencias en el

grado de accesibilidad de la capa de peptidoglucano en los dos tipos de bacterias.
2.2.2. Reparacion del dafio producido en las estructuras celulares

Esta hipotesis sostiene que el PAE es consecuencia del dafio estructural al que el
antimicrobiano somete al organismo y que su duracion depende de la rapidez con que
dicho dafo puede repararse. En conformidad con esta propuesta, el dafio ultraestructural
existente en las bacterias que manifiestan PAE es muy similar al dafio observado tras
una exposicion continuada al antibidtico a concentraciones subinhibitorias. Existe
evidencia de alteraciones estructurales vinculadas a PAE y de su reparacion, que parece
ser necesaria para que el microorganismo recupere su velocidad de crecimiento normal
(Gottfredsson et al., 1993). Este hecho se ha observado, por ejemplo, tras el tratamiento
con anfotericina B, un antifingico que se une a esteroles de la membrana celular de
levaduras produciendo una desestabilizacion estructural, que debe ser reparada para
permitir la multiplicacion del hongo (Turnidge et al., 1994). Por otra parte, se ha
descrito que los antibidticos que se unen a la ADN girasa produciendo una inhibicién de
la replicacion del ADN (las quinolonas, por ejemplo), provocan una acumulacion de
hebras de ADN monocatenario, y que este material actia como activador de la
reparacion del ADN. De nuevo y segln esta hipotesis, el retraso asociado al PAE

coincidiria con el tiempo necesario para la reparacién de estas alteraciones.
2.2.3. Regeneracion de macromoléculas esenciales

Esta hipotesis se basa en el hecho de que muchos antimicrobianos, como los
aminoglucosidos o los macrolidos, se unen a los ribosomas bacterianos inhibiendo la
sintesis proteica. Esto provocaria una deplecion de proteinas esenciales para el
metabolismo, que debido a esto, quedaria ralentizado o incluso interrumpido durante
cierto tiempo. Segun esta hipotesis, el PAE se corresponderia con el tiempo que el
organismo tendria que invertir en sintetizar esas macromoléculas necesarias para su
metabolismo y crecimiento. Algunos estudios han demostrado que la sintesis de acidos
nucleicos, medida a través de la captacion de timidina, se ve inhibida tras el tratamiento
de Staphylococcus aureus con dicloxacilina, vancomicina y rifampicina, tres
antibioticos que producen PAE. Por el contrario, se ha descrito que E. coli mantiene un

nivel de sintesis de ADN practicamente normal durante el periodo de retraso asociado al
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PAE que se observa tras la exposicion a tobramicina o gentamicina (Gottfredsson et al.,
1995). En conformidad con esta observacion, otro estudio demostrdé que en E. coli la
exposicidn a tobramicina producia un PAE que era compatible con una sintesis de ADN
y ARN casi inalterada, mientras que la sintesis de proteinas no se restablecio hasta
pasadas las 4 horas de la eliminacion del antimicrobiano (Barmada et al., 1993). Estos
altimos estudios demuestran que la duracion del PAE producido por los
aminoglucosidos se correlaciona con el periodo de tiempo necesario para reanudar la
sintesis de proteinas, pero no guarda relacién con una posible inhibicion de la sintesis de

acidos nucleicos (Craig and Gudmundsson, 1996).

2.3. Efecto subinhibitorio postantibiético (PA SME) y combinaciones
antibioticas

El efecto de las concentraciones inhibitorias o subinhibitorias de un antibi6tico
sobre la morfologia y el crecimiento bacterianos ha sido muy estudiado durante afios.
Numerosos estudios demuestran que, como consecuencia de la exposicion a
concentraciones de un antibidtico superiores a la CMI, un organismo se convierte
transitoriamente en susceptible a concentraciones subinhibitorias del mismo antibi6tico
(Jacobs et al., 2003; Licata et al., 1997). Este efecto se denomina efecto subinhibitorio
postantibidtico (sub-CMI; Postantibiotic Sub MIC Effect o PA SME en la literatura en
lengua inglesa), un término que engloba el PAE vy la sensibilidad a la re-exposicion a
concentraciones subinhibitorias del mismo antibiético (Cars and Odenholt-Torngvist,
1993). Este efecto se ha descrito en compuestos como la penicilina y la vancomicina
actuando sobre estreptococos y neumococos, asi como para la amikacina en E. coli y el
imipenem en P. aeruginosa (Odenholt-Tornqvist et al., 1991; Odenholt-Tornqvist et al.,
1992; Odenholt-Tornqvist et al., 1995). Se han realizado observaciones similares para
otros tipos de antibidticos, como los macrélidos azitromicina o isepamicina, frente a
Staphylococcus aureus y E. coli (Fuentes et al., 1998). El efecto sub-CMI tiene
implicaciones clinicas, pues permite reducir el nimero y la concentracién de las dosis
en terapias mas o menos largas sin pérdida de eficacia en el tratamiento. Esto es
particularmente importante para los antibioticos mas toxicos o para aquellos que

producen efectos secundarios de mayor entidad.
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Asimismo, se ha descrito que la combinacion de dos o mas antimicrobianos
puede provocar un PAE mayor que el de la suma de los PAEs de los agentes cuando
actian por separado (Craig and Gudmundsson, 1996). Al menos en bacterias
gramnegativas, los incrementos en PAE obtenidos de esta manera son proporcionales a
la capacidad de cada uno de los antimicrobianos para inducir su propio PAE. De hecho,
los estudios de sinergia realizados en P. aeruginosa indican un aumento significativo
del retraso en el crecimiento cuando se combinan antibi6ticos aminoglucésidos como
amikacina, con B-lactdmicos (ceftazidima o imipenem) o quinolonas (ciprofloxacino)

(Giamarellos-Bourboulis et al., 2005).

3. Péptidos antimicrobianos

Actualmente, hay una intensa investigacion para desarrollar compuestos
antimicrobianos que posean capacidad bactericida y/o que sean buenos inhibidores del
choque endotdéxico. Muchos péptidos antimicrobianos poseen estas dos propiedades vy,
debido a su peculiar mecanismo de accidn, las bacterias afrontan importantes obstaculos
para desarrollar una resistencia de alto nivel a estos agentes. De hecho, como ya se ha
comentado, estos compuestos son a veces los Unicos que retienen actividad sobre
organismos multiresistentes, como algunas cepas de P. aeruginosa. EI compuesto de
este tipo que se ha empleado con mas frecuencia como modelo de péptido
antimicrobiano es la polimixina B (PMB), un lipopéptido cationico producido por
Bacillus polymyxa. Este compuesto posee una potente actividad bactericida sobre
gramnegativos y una elevada afinidad por el LPS, lo que le capacita para neutralizar
eficazmente el choque endotoxico, al menos en modelos animales (Gales et al., 2006;
Gales et al., 2011). Sin embargo, se ha descrito que este agente y sus derivados (como la
polimixina E o colistina) tienen una no despreciable toxicidad renal y neurolégica, lo
que ha condicionado seriamente su uso para tratamientos sistémicos (Landman et al.,
2008). Aunque el mecanismo principal de los péptidos antiendotoxicos consiste en la
unién al LPS, se han descrito mecanismos de inhibicion del choque endotdxico a otros
niveles, como por ejemplo, mediante la regulacion de los niveles de transcripcion de
factores como NF-«B o la union al receptor de LPS, TLR-4/MD-2 (Rosenfeld et al.,
2006; Rosenfeld and Shai, 2006).
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Los péptidos antimicrobianos son generalmente pequefios (12-100 aminoacidos),
con carga neta positiva y de naturaleza anfipatica. Estos compuestos se clasifican en los
siguientes grupos atendiendo a su estructura secundaria (Devasia et al., 2012): i) a-
hélice ii) B-lamina iii) mezcla de a-hélice y B-lamina iv) sin estructura secundaria o
irregular v) macrociclicos. También se han empleado otras propiedades para clasificar a
los péptidos antimicrobianos, como la composicion de aminoacidos, la hidrofobicidad,
la proporcién de residuos bésicos e hidrofébicos, asi como el nimero y localizacion de

los puentes disulfuro (Devasia et al., 2012).

3.1.  Distribucion y funciones de los péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son un componente muy importante en la primera
linea de defensa del huésped y constituyen un mecanismo de la inmunidad innata que se
ha conservado a lo largo de la evolucion (Cederlund et al., 2011; Wiesner and
Vilcinskas, 2010). Los péptidos antimicrobianos han sido aislados de diversos
microorganismos (gramicidina A, bacteriocinas, polimixina), invertebrados (drosocina,
abaecina, lebocina, melitina, polifemusina y cecropina), plantas (MIAMP1l vy
purotionina), anfibios (magainina 1 y PGLa), pajaros, peces y mamiferos incluyendo a
los seres humanos (indolicidina, lactoferricina, catelicidinas y defensinas, entre otros).
La expresion de estos péptidos puede ser constitutiva o inducible por componentes
microbianos o estimulos inflamatorios, incluyendo las citoquinas proinflamatorias,
bacterias enteras o ciertos componentes bacterianos como el LPS (Nguyen et al., 2011;
Pasupuleti et al., 2011). En organismos superiores, los péptidos antimicrobianos pueden
ser producidos por células epiteliales que recubren el tracto respiratorio, gastrointestinal
o el tracto genitourinario. Asi, muchos péptidos han sido descubiertos en tejido epitelial
de las plantas, insectos y mamiferos (Schroder and Harder, 2006). Sin embargo, es en
células circulantes del sistema inmunitario donde se han localizado la mayor cantidad y
variedad de péptidos antimicrobianos, tanto en animales vertebrados como en
invertebrados. Entre los Gltimos organismos, se ha estudiado en profundidad el sistema
inmunitario innato del cangrejo Limulus polyphemus, que almacena los péptidos
antimicrobianos en los granulos de los hemocitos y los libera al plasma tras la

estimulacidon de componentes bacterianos como el LPS (Iwanaga et al., 1998).
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Tabla 4- Funciones inmunomoduladoras de algunos péptidos y proteinas

antimicrobianas humanas. Adaptado de (Nguyen et al., 2011).

Fuente Fuqcignes qdiciolnales no Ref.
antimicrobianas
Péptidos
antimicrobianos
Catelicidinas Leucocitos, Antiendotoxico, quimiotaxis, (Soehnlein,
(LL-37) epitelio produccion de especies reactivas de ~ 2009)
oxigeno (ROS), curacion de heridas,
desgranulacién de mastocitos
Defensinas Leucocitos, Antiendotdxico, opsonizacion, (Soehnlein,
epitelio quimiotaxis, formacion de ROS, 2009)
inhibicién del complemento,
curacion de heridas
Dermcidinas Piel Quimiotaxis (Harris et al.,
2009)
Histatinas Saliva cura de heridas (Oudhoff et al.,
2008)
Lactoferricina Proteina de Antiendotodxico, inhibicién del (Gifford etal.,
leche digerida complemento, factor de transcripcion  2005)
Proteinas
antimicrobianas
Quimioquinas  Leucocitos Quimiotaxis (Yang et al.,
2003)
Esprocidinas Neutrofilos Proteasa, formacion de ROS, (Soehnlein,
neutrofilos opsonizacion, actividad macrofagos ~ 2009)
(catepsina G,
elastasa,
azurocidina)
Proteinas Neutrofilos Antiendotdxicos (Soehnlein,
potenciadoras de 2009)
permeabilidad
Lipocalinas Fluidos, Secuestra sideréforos (Fluckinger et
neutroéfilos al., 2004)
Lisozima Fluidos, Digestion de peptidoglucano (Soehnlein,
neutréfilos 2009)
Lactoferrina Fluidos de Secuestra hierro, antiendotoxicidad, (Soehnlein,
secrecion y Estimulacion de la fagocitosis 2009)
neutréfilos
RNAsa 7 Piel Ribonucleasa (Schroder and
Harder, 2006)
Psoriasin Piel Activacion de neutréfilos, formacion (Schroder and
de ROS Harder, 2006)
Histonas Nucleo celular Regulacion de la cromatina (Parseghian and
Luhrs, 2006)
Proteina Cerebro,  otros Desconocido (Pasupuleti et
prinica tejidos al., 2009)

IGeneralmente, las funciones indicadas son secundarias en los péptidos antimicrobianos, mientras que ocupan un

papel principal en las proteinas antimicrobianas
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Figura 1.- Funciones biologicas de los péptidos antimicrobianos. Ademas de actividad antimicrobiana
directa, se ha descrito que algunos péptidos tienen capacidad quimiotactica y/o son capaces de reclutar
células del sistema inmunitario o de transportar componentes microbianos, como por ejemplo el

lipopolisacarido, hasta su receptor correspondiente. Adaptado de (Yeung et al., 2011).

Ademas de jugar un papel importante en la inmunidad innata, los péptidos
antimicrobianos también pueden participar en funciones inmunomoduladoras. Este es el
caso de las defensinas y catelicidinas, que ademas de actividad antimicrobiana directa,
poseen funciones quimiotacticas sobre células del sistema inmunologico (Nguyen et al.,
2011). No obstante, también se ha descrito la existencia de péptidos capaces de
controlar infecciones Unicamente mediante su accion activadora de la inmunidad del
huésped, sin tener actividad directa sobre los patdgenos (Easton et al., 2009). A estos

compuestos se les denomina “reguladores de la defensa innata” (innate defense
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regulator, IDR). En la Tabla 4 se muestran los mecanismos inmunomoduladores de
algunos péptidos y proteinas antimicrobianas y en la Figura 1 se resumen las posibles

funciones de estos compuestos.
3.2. Mecanismo de accion

La naturaleza cationica y anfipatica que presentan la mayoria de los péptidos
antimicrobianos les permite interaccionar con estructuras especificas, como motivos
cargados negativamente de biomoléculas de la envoltura celular bacteriana, asi como
con &cidos nucleicos y proteinas fosforiladas. En bacterias gramnegativas, la interaccion
inicial entre el péptido y la membrana externa es inicialmente electrostatica, e, implica
las secciones anionicas del LPS (nucleo interno y lipido A) y de algunos fosfolipidos.
Dependiendo de la estructura secundaria que adoptan los péptidos, su interaccién con la
membrana externa de las bacterias gramnegativas es diferente. Los péptidos que
adquieren conformacion en a-hélice presentan una mayor superficie hidrofdbica y sus
regiones anfipaticas se sitian a lo largo de todo el eje de la hélice. Segun algunos
autores, esto permite que, en su interaccion con la membrana externa, los péptidos se
orienten en la misma direccion que las moléculas de fosfolipidos (o de LPS), con las
regiones polares del péptido localizadas en la zona hidrofilica de la bicapa y las
hidrofobicas en contacto con los acidos grasos (Dawson and Liu, 2008). Los péptidos
que poseen conformaciones en P-lAmina suelen estabilizarse mediante enlaces
covalentes, como por ejemplo mediante la formacion de puentes disulfuro. Sin
embargo, la presencia de estos enlaces intramoleculares no siempre es necesaria para la
actividad antimicrobiana, ya que, por ejemplo, los péptidos derivados de la lactoferrina
y taquiplesina -con estructuras lineales extendidas- poseen también una buena actividad
antimicrobiana (Gifford et al., 2005; Ramamoorthy et al., 2006).

La insercion de los péptidos en la membrana externa produce una
desestabilizacién de ésta debido al desplazamiento de los cationes divalentes (Ca*" y
Mg?"). Se ha descrito que la alteracién producida por la insercién de los péptidos en la
membrana externa permeabiliza la membrana a otros peptidos en un proceso
denominado “self-promoted uptake” (Piers and Hancock, 1994; Sawyer et al., 1988).
Parece ser que los aminoglucosidos, que también poseen naturaleza catiénica, podrian
cruzar la membrana externa empleando este mecanismo (Moore et al., 1984; Nicas and

Hancock, 1983; Piers and Hancock, 1994; Sawyer et al., 1988). El resultado final es que
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los péptidos acceden a la membrana citoplasmatica donde se incorporan a su region
interfacial (la interfase entre las porciones hidrofilicas e hidrofébicas de la membrana)
en un proceso promovido por interacciones electrostaticas e hidrofébicas. El potente
gradiente electroquimico, tipico de membranas bacterianas, y la presencia de una
elevada carga negativa en el lado citoplasmatico de la bicapa lipidica, facilitan sin duda
este fendmeno. Asi, se ha demostrado que un potencial de membrana tan pequefio como
-20 mV incrementa 200 veces la constante de union del péptido cationico taquiplesina
(Yeaman and Yount, 2003).

La insercion de las moléculas peptidicas en la membrana celular da lugar en
ultima instancia a la formacion de poros. En general, la formacion de poros en la
membrana se resume en los siguientes pasos: 1) union del peptido a la membrana; 2)
agregacion de las moléculas peptidicas en el interior de la membrana, y 3) formacion
del poro, seguida a menudo, por una lisis celular debida al aumento de la permeabilidad
y al consiguiente choque osmético (Delcour, 2009; Nikaido, 2003; Nikaido and Vaara,
1985). Existen varios modelos para explicar como se produce la interaccion de los
péptidos con la membrana y la formacion de los poros. Entre estos modelos, destacan
los de barril sin fondo, en alfombra y en poro toroidal (Lazarev and Govorun, 2010)
(Figura 2).

El modelo de barril sin fondo propone la existencia de una interaccion del
péptido con la membrana cargada negativamente seguida de una dimerizacion y
polimerizacion del péptido. El péptido penetraria de forma transversal a la membrana, y
la parte més hidrofdbica del péptido quedaria en contacto con la bicapa lipidica mientras
que la parte més hidrofilica se orientaria hacia el interior del poro, formando la luz del
orificio (Figura 2). La formacion de este tipo de poros generaria, finalmente, una
pérdida del equilibrio osmético y del potencial de membrana. El poro toroidal, por su
parte, se formaria de manera similar al barril sin fondo, pero la diferencia mas
importante seria el tipo de union del péptido (fijacion) a la membrana y la formacion de
un canal mixto formado por los péptidos y los fosfolipidos. Parece ser que la mayoria de
los péptidos, como la melitina 0 magainina, poseen este segundo mecanismo de accion.
Por Gltimo, el modelo de alfombra postula que los péptidos cubririan o tapizarian
primero la membrana para posteriormente actuar de manera similar a la de los
detergentes, desorganizando por completo las bicapas lipidicas. En este caso, ademas de

los poros, se generarian estructuras micelares recubiertas de péptido que albergarian
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fragmentos de membrana en su interior (Figura 2) (Dawson and Liu, 2008; Lazarev and
Govorun, 2010).

Ademés de estos tres modelos, se han postulado otros, como el de
electroporacién molecular, que propone que los péptidos son capaces de generar un
potencial electrostatico suficientemente alto para que se formen poros. Sin embargo,
este fendmeno sélo parece posible para péptidos con un alto contenido de aminoacidos
cationicos (Chan et al., 2006). Otro modelo que merece la pena mencionar es el llamado
de la “balsa hundida” (del inglés sinking raft, Figura 2), que postula la formacién de
poros de caracter temporal que darian lugar a una desorganizacion transitoria de la
membrana y a la entrada de péptidos al interior de la monocapa interna de la membrana
(Dawson and Liu, 2008). Aunqgue es un hecho que la mayoria de péptidos interacttan
con la envoltura bacteriana, se ha descrito que estos agentes pueden también unirse a
dianas intracelulares anionicas como el ADN vy ciertas proteinas, lo que podria
ocasionar la inhibicién de procesos metabdlicos como la sintesis de ADN o la de

proteinas (Lazarev and Govorun, 2010).
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Figura 2.- Modelos de poros formados por los péptidos antimicrobianos en la envoltura bacteriana. A)
Barril sin fondo; B) Tipo alfombra; C) Poro toroidal; D) Electroporacion molecular; E) Poro de tipo
“balsa hundida”. Adaptado de (Dawson and Liu, 2008).

Muchos péptidos antimicrobianos son bactericidas a concentraciones iguales a
su concentracion minima inhibitoria, mientras que a concentraciones subinhibitorias,
alteran la permeabilidad de la membrana permitiendo que compuestos, que en
condiciones normales son incapaces de penetrar al interior de la bacteria, puedan
acceder con mayor facilidad (Vaara, 1992). Por otra parte, se ha descrito que algunos
péptidos pueden actuar sinérgicamente con antibiéticos mediante mecanismos
indirectos. Por ejemplo, la permeabilizacion causada por la lactoferrina bovina puede
eliminar el potencial transmembrana necesario para la sintesis de ATP e impedir asi el

funcionamiento de las bombas de expulsion de antibidticos dependientes de ATP.

Durante la infeccion, se ha descrito que el sistema inmunitario del huésped es
capaz de liberar diferentes isoformas de péptidos estructuralmente similares para

aumentar el espectro de accion y lograr un efecto sinérgico (Mangoni and Shai, 2009).
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Ademas, alguno de los péptidos mejor estudiados, como la magainina o la indolicidina,
parecen tener diferentes modos de accidn, lo que les podria permitir neutralizar con méas

eficacia los mecanismos de resistencia del patdgeno (Peschel and Sahl, 2006).
3.3.  Efecto postantibiotico de péptidos antimicrobianos

Aunque hay pocos estudios disponibles, también se ha investigado la existencia
de PAE en péptidos antimicrobianos. Asi, se ha descrito que algunos péptidos derivados
de la lactoferricina bovina podrian tener PAEs menores de una hora frente a algunas
cepas de E. coli (Haukland and Vorland, 2001). La colistina y su derivado
metanosulfonado han mostrado ser capaces de provocar PAESs superiores a una hora
frente a aislamientos clinicos de P. aeruginosa procedentes de pacientes con fibrosis
quistica (Li et al., 2001). Por otro lado, se ha descrito que exposiciones cortas a péptidos
antimicrobianos ricos en los amino&cidos prolina y arginina (PR), como PR-39 y PR-26,
a concentraciones superiores a su CMI provocan PAEs de hasta 2 horas en Salmonella
enterica serovariedad Typhimurium. En estos trabajos, se ha aportado evidencia
microscopica de que los péptidos actuan a nivel de la envoltura celular o dificultando la
division celular (Shi et al., 1996). Finalmente, se ha demostrado que la melitina puede
causar PAEs de entre 1 y 4 horas sobre Staphylococcus aureus y E. coli (Han et al.,
2009).

No existe practicamente informacién sobre qué modelo de entre los
anteriormente expuestos podria explicar mejor el fenomeno del PAE. Las pocas
propuestas realizadas en este sentido se centrar en postular fenémenos indirectos que
expliquen los PAEs negativos que algunos péptidos causan. En este sentido, se ha
propuesto gque la unién de los péptidos a los acidos teicoicos de grampositivos impediria
la interaccién de éstos con la autolisina, lo que dificultaria la division celular y
facilitaria la formacion de organismos multicelulares (Haukland and Vorland, 2000).
También se ha especulado con la posibilidad de que los péptidos puedan activar a
proteasas y, por tanto, aumentar la concentracion intracelular de aminoacidos, lo que
podria explicar la disminucién del tiempo de generacion observada en estos casos
(Haukland and Vorland, 2001).
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3.4. Mecanismos de resistencia a los peptidos antimicrobianos

Como ya se menciono, las bacterias desarrollan resistencia a los péptidos
antimicrobianos con menor frecuencia que a los antibidticos convencionales. Esto ha
hecho crecer el interés en el posible empleo de estos compuestos como base para las
terapias frente a bacterias multitrresistentes. Los mecanismos de resistencia a los
péptidos antimicrobianos han sido caracterizados en bacterias gramnegativas, como E.
coli, Salmonella entérica o Pseudomonas aeruginosa y en el grampositivo
Staphylococcus aureus. La resistencia de las bacterias a los péptidos antimicrobianos
estd determinada por varias propiedades intrinsecas, que incluyen la carga y estructura
de los componentes de la envoltura, como el LPS, otros lipidos y los acidos teicoicos,
asi como el potencial electroquimico de membrana. Ademas, también existen
mecanismos basados en el transporte, la expulsion y la degradacion del péptido
(Devine, 2003). Por ejemplo, se ha descrito que Staphylococcus aureus puede aumentar
su resistencia a los péptidos antimicrobianos sustituyendo aminodcidos cargados
negativamente en los &cidos teicoicos por residuos neutros, como la D-alanina (Collins
et al., 2002). Este microorganismo también puede modificar su membrana por la via
dependiente de MprF, introduciendo residuos L-lisina, e incrementando asi la carga neta
positiva (Andra et al., 2011).

En bacterias Gram-negativas, como por ejemplo Yersinia enterocolitica, la
resistencia a péptidos antimicrobianos se relaciona con la capacidad de modificar el
lipido A, sustituyendo parcial o totalmente los grupos fosfato por moléculas con carga
positiva, como la 4-arabinosamina. También se ha descrito que este microorganismo
puede modificar la produccién de proteinas reguladoras de la via de sintesis del lipido
A, provocando un cambio estructural en esta molécula para aumentar la resistencia a la
accion bactericida de los péptidos antimicrobianos y/o evitar una respuesta
inmunoldgica (Winfield et al., 2005). Asimismo, se ha descrito que algunas especies de
Salmonella aumentan el grado de acilaciéon del lipido A o modifican la composicion
quimica de sus &cidos grasos para incrementar las interacciones hidrofébicas y reducir
la fluidez de la membrana externa. Se cree que esta modificacién retarda o evita la
insercion de los péptidos antimicrobianos en la membrana y la formacion de poros en
ella (Brogden, 2005). En otros organismos se ha descrito la produccion de enzimas
proteoliticas capaces de degradar los peptidos antimicrobianos; esta actividad se ha
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relacionado con la presencia de elastasas, gelatinasas, metaloproteasas, proteasas de
cisteina y proteasas de superficie en especies como Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Streptococcus spp. y Staphylococcus spp.
(Nizet, 2006).

Otros mecanismos de resistencia se basan en la neutralizacion de los péptidos
antimicrobianos, ya sea por la produccion de moléculas de membrana o por la liberacion
de compuestos que se unen a los péptidos en el medio extracelular. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus produce una proteina llamada estafilocinasa, que es capaz de
unirse directamente a las a-defensinas humanas, logrando una inhibicion de su efecto
bactericida (Jin et al., 2004). Al igual que ocurre con los antibiéticos convencionales,
existen algunos transportadores transmembrana capaces de bombear los péptidos
antimicrobianos al medio extracelular, como las bombas de expulsion MtrC-MtrD-MtrE
de Neisseria meningitidis (Tzeng et al., 2005) o RosA/RosB en Yersinia spp.
(Bengoechea and Skurnik, 2000).

Finalmente, parece ser que en algunas bacterias, los polisacaridos de la capsula
limitan la interaccion de los péptidos antimicrobianos con la envoltura, un fendbmeno
que explicaria la mayor sensibilidad de los mutantes sin cépsula de Klebsiella
pneumoniae a los péptidos antimicrobianos (Campos et al., 2004; Powers and Hancock,
2003). Asimismo, se ha descrito que el alginato de la matriz extracelular de cepas de P.
aeruginosa formadoras de biofilm incrementa la resistencia de las bacterias a los
péptidos antimicrobianos (Chan et al., 2004; Chan et al., 2005).

Como en otros gramnegativos, en P. aeruginosa, la deteccion de péptidos
antimicrobianos y la respuesta defensiva frente a ellos es dependiente de la accion de los
sistemas de dos componentes. De entre los sistemas de este tipo presentes en P.
aeruginosa y en otras bacterias gramnegativas (Macfarlane et al., 2000), los mejor
caracterizados son los sistemas PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB y ParR-ParS. El sistema
PhoP-PhoQ controla el operon arnBCADTEF-pmrE, que produce modificaciones en el
LPS. Este sistema es capaz de introducir el aminoazlcar 4-aminoarabinosa en el lipido
A, produciendo asi una disminucién neta de cargas negativas en el LPS. Ademas, PhoP-
PhoQ responde a niveles bajos de Mg** y Ca**, se activa a bajo pH y tiene la capacidad
de inducir la expresion de la proteina de membrana externa OprH. Se ha descrito que

esta proteina estabiliza la membrana por ocupacién de los sitios de unién al Mg*,
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generando resistencia a PMB (Macfarlane et al., 1999; Skiada et al., 2011),

aminoglucosidos y péptidos antimicrobianos.

El segundo sistema de dos componentes implicado en la resistencia a PMB y
péptidos antimicrobianos es PmrA-PmrB, que se activa por niveles bajos de Mg®* e
induce la modificacion del lipido A a través de la activacion del operén arnBCADTEF
(McPhee et al., 2003; Skiada et al., 2011).

Ambos sistemas son independientes y constan de un sensor transmembrana con
actividad histidina quinasa (PhoP o PmrB) que transfiere un fosfato a una proteina
reguladora citoplasmatica (PhoQ o PmrA). Estas proteinas son activadas por
fosforilacion e inhibidas por desfosforilacion. La fosforilacion permite la activacion de
genes que estan relacionados con las modificaciones en el LPS y con la resistencia a
péptidos antimicrobianos y aminoglucosidos (Figura 3) y otros relacionados con la
virulencia (Gooderham et al., 2009). En P. aeruginosa los péptidos antimicrobianos son
capaces de activar los operones pmrAB y arnBCADTEF independientemente de los
sistemas PhoP-PhoQ y PmrA-PmrB, lo que sugiere que existe algin otro sistema
implicado en este proceso (Gooderham et al., 2009; Gooderham and Hancock, 2009;
McPhee et al., 2006).

Recientemente, se ha descrito un tercer sistema en P. aeruginosa denominado
ParR-ParS (Fernandez et al., 2010). Este sistema es activado por concentraciones
subinhibitorias de péptidos antimicrobianos y parece ser un punto importante en la
modificacion del LPS y la resistencia adaptativa. A diferencia de los dos sistemas
descritos anteriormente, que requieren una baja concentracion de Mg** para su
activacion, ParR-ParS es activado directamente por los péptidos antimicrobianos con
independencia de los niveles de Mg?*. Este sistema activa el operén arnBCADTEF que

modifica el LPS a través de la actuacion del gen pmrAB.

La bomba de expulsion MexXY-OprM, el principal sistema de resistencia
adaptativa a aminoglucdsidos, parece no estar relacionado con la resistencia a péptidos
antimicrobianos. No obstante, se ha observado que la bomba de expulsion MexAB-
OprM esta sobreexpresada en poblaciones metabdlicamente activas de biofilms de P.
aeruginosa, y este hecho se ha asociado con un fenotipo de tolerancia a las polimixinas
(Pamp et al., 2008).
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Figura 3.- llustracion esquematica de los mecanismos involucrados en la resistencia adaptativa a los
compuestos antimicrobianos en P. aeruginosa. A) La produccion de la bomba de expulsion de
aminoglucésidos MexXY esta regulada por el operdn mexXY. Este operon se activa por la interaccion con
polipéptidos aberrantes tras la accién de los aminoglucésidos sobre el ribosoma. Concretamente, estos
polipéptidos activan genes que inhiben la expresion de MexZ, represor de MexXY. (B). Los péptidos
antimicrobianos activan el sistema ParR—ParS, que a través de pmrAB activa el operén arnBCADTEF,
implicado en la modificacion del LPS. El operén arnBCADTEF también puede ser activado por los
péptidos, bajo condiciones de baja concentracién de Mg?*, a través de los sistemas reguladores PhoP—
PhoQ y PmrA-PmrB.

3.5. Polimixinas

Las polimixinas son polipéptidos ciclicos de unos 1000 Da que fueron
purificados a partir de varias cepas del género Bacillus a mediados del siglo pasado. Se
han descrito cinco tipos de polimixinas diferentes, polimixina A, B, C, D, E (o
colistina), aunque sélo la polimixina B y la colistina se usan en terapia antimicrobiana y
tienen aplicaciones clinicas. La estructura de la colistina consiste en un anillo formado
por diez aminoacidos, dos D-leucinas, dos L-treoninas y seis residuos de L-acido
diaminobutirico (DAB). Cada residuo DAB posee un grupo amino, lo que supone una
carga neta positiva a pH neutro. Ademas, este anillo esta ligado a una cadena lateral

constituida por un &cido graso, un componente que facilita la interaccion hidrofébica
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con la bicapa lipidica y la insercion en la membrana. La polimixina B tiene la misma
estructura que la colistina, pero contiene un residuo D-fenilalanina en lugar de una D-

leucina (Falagas and Kasiakou, 2005).

Las polimixinas tienen una rapida accion bactericida sobre una gran variedad de
gramnegativos, pero su actividad sobre grampositivos es muy modesta. Se ha descrito
que el principal blanco de accion de las polimixinas es el LPS, al cual se unen mediante
interaccion electrostatica e hidrofébica. Esta union produce una desorganizacion y una
posterior permeabilizacion en la membrana externa (Stratton, 1996). La polimixina B,
ademas de ser un potente agente bactericida y permeabilizante, posee gran capacidad
antiendotdxica. Esta ultima actividad es dependiente de la unién del antibiotico al LPS y
el consiguiente blogueo de la interaccion entre la endotoxina y los receptores de LPS del
huésped (Cooperstock, 1974). Como resultado de la neutralizacion del LPS en el
huésped, las polimixinas inhiben la produccién de mediadores celulares y citoguinas
proinflamatorias, como el TNFo (Gutsmann et al., 2010). A pesar de tener unas
propiedades antibacterianas y antiendotoxicas notables, el problema inherente a este
antibiotico es su toxicidad por via sistémica, siendo los efectos adversos mas destacados

la nefrotoxicidad y la neurotoxicidad (Landman et al., 2008).

La digestion enzimética con papaina de la PMB permite eliminar el acido graso
de su estructura, generando un compuesto conocido con el nombre de nonapéptido de
polimixina B (PMBN). Este compuesto retiene la capacidad permeabilizante de la
molécula parental a costa de perder buena parte de su actividad bactericida (Vaara and
Viljanen, 1985). EI PMBN puede actuar en sinergia con otros antibiéticos y ha
demostrado ser capaz —combinado con un determinado antibidtico- de sensibilizar tanto
in vitro como in vivo a bacterias que, en ausencia de PMBN, eran resistentes a ese
antibidtico (Lam et al., 1986; Ofek et al., 1994; Viljanen and Vaara, 1984).

3.6. Péptidos antimicrobianos y aplicaciones en estudio

Actualmente, existen varios péeptidos antimicrobianos con posible aplicacion
como antibio6ticos o antiendotoxicos en distintas fases de evaluacion clinica (Lazarev
and Govorun, 2010). En estudios preclinicos, se ha demostrado que el péptido
MBI594AN derivado de la indolicidina posee una notable actividad frente a cepas

sensibles y resistentes a los antibidticos de Proponibacterium acne. Este péptido ha
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superado la fase clinica Ilb, en la que 225 pacientes recibieron una administracion
topica del péptido diaria durante 6 semanas. EIl resultado revel6 un descenso
significativo de la inflamacién con respecto al control (Gordon et al., 2005). Por otra
parte, en estudios realizados con el péptido K4 S4(1-15), se ha confirmado una
excelente actividad frente a Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Lactobacillus paracasei y Actynomyces viscosus, patdgenos asociados con la caries y
periodontitis (Altman et al., 2006). Ademas, en pacientes infectados con el virus VIH,
se han probado varios péptidos derivados de las histatinas, como el P-113 (Demegen,
Pittsburg, PA, Estados Unidos), con resultados prometedores en fase clinica Il frente a
infecciones producidas por Candida spp (Okorochenkov et al., 2011). Asimismo, se ha
demostrado la eficacia de este compuesto en pacientes con mucoviscidosis en
infecciones pulmonares causadas por P. aeruginosa. Otro péptido que estd siendo
investigado en ensayos clinicos es la protegrina 1, IB-367 Iseganan® (ltrabiotics
Pharmaceuticals; Mountain View, CA, Estados Unidos), cuya eficacia ha sido
demostrada en pacientes con mucoviscidosis causadas por infecciones pulmonares en
estudios de fase | (Cazzola et al., 2003; Toney, 2002). Finalmente, el rBPI,; Neuprex®
(Xoma Corporation, Berkeley, CA, Estados Unidos), un derivado de la proteina BPI
(Bactericidal/ permeability increasing) presente en neutréfilos, fue objeto de ensayos de
fase I/11 destinados a probar su eficacia en la prevencion de infecciones tras operaciones
de corazon en nifios (Mackin, 1998) y meningococemias infantiles (Levin et al., 2000).
Actualmente, rBPIl,; Neuprex® se encuentra bajo el procedimiento de ensayos clinicos
de fase 111 (Domingues et al., 2009).

4. Lactoferrina

La lactoferrina, también conocida como lactotransferrina, es una glicoproteina
globular de 80 kDa perteneciente a la familia de las transferrinas. Este grupo de
proteinas muestra una gran afinidad por iones hierro. La lactoferrina fue inicialmente
purificada a partir de la leche, pero esta presente en otros fluidos corporales como
lagrimas, saliva y secreciones bronquiales. Esta proteina es producida por los
neutrofilos circulantes y por varios tipos de células, incluyendo algunas células acinares.
La region funcionalmente mas importante de esta proteina es un péptido de 45
aminoéacidos, denominado lactoferricina, que se encuentra en el extremo N-terminal y

que se obtiene por hidrolisis &cida. Este péptido retiene la mayoria de las actividades de

38


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/KDa
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Leche
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1grimas
http://es.wikipedia.org/wiki/Saliva
http://es.wikipedia.org/wiki/Neutr%C3%B3filos

Introduccién

la proteina nativa (Gifford et al., 2005) y se ha descrito que la seccidén que concentra
dichas actividades comprende los aminoécidos 20 a 37. Existen dos formas de este
péptido, la lactoferricina H (LfcinaH), derivada de la lactoferrina humana, y la
lactoferricina B (LfcinaB), su homologo bovino (Bellamy et al., 1992). En la Figura 4

se representan las estructuras de la lactoferrina y lactoferricina.

Se han identificado varios compuestos derivados de la lactoferricina que poseen
actividad antimicrobiana frente a bacterias, virus, hongos y parasitos (Orsi, 2004),
ademas de actividades inmunomoduladoras y antitumorales (Gifford et al., 2005).

Hidrolisis
G RRRRSVQWC\AVSQP EATKIC IVFla
AQICQIPSDRKICSV \/K

PpGR

Lactoferricina
Figura 4. - Estructuras de la lactoferrina y de su derivado, la lactoferricina.
4.1.  Actividades antimicrobianas

La actividad bacteriostatica de la lactoferrina parece ser debida a su capacidad
para secuestrar el hierro del medio. La carencia de hierro dificulta el crecimiento, la
actividad metabolica y la liberacion de factores de virulencia bacterianos. Los estudios
iniciales con lactoferricina demostraron que tanto LfcinH como LfcinB poseen actividad
antimicrobiana in vitro. No obstante, se observd que la LfcinB tenia capacidad
bactericida, mientras que su homoélogo humano era bacteriostatico frente a un gran
namero de patdogenos grampositivos y gramnegativos. Debido a su marcado carécter

catiénico y a su anfipaticidad, la lactoferricina tiene capacidad para unirse al LPS de la
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envoltura de las bacterias gramnegativas y a los acidos teicoicos de las grampositivas.
Como resultado de esta interaccion se produce una alteracion y desorganizacion de la
envoltura bacteriana. También se ha descrito que la lactoferricina puede translocarse al
interior de la bacteria e inhibir la sintesis de ADN, ARN o proteinas (Ulvatne et al.,
2004). Ademas de esta capacidad antibacteriana, se ha descrito que la lactoferricina
puede tener las siguientes actividades adicionales: inhibicion del crecimiento y adhesion
de Helicobacter pilori (Dial et al.,, 1998), atenuacion de la patogenicidad de
Haemophylus influenzae in vitro, inhibicion de la invasion intracelular de E. coli
(Ochoa et al., 2006), Listeria monocytogenes (Moriishi et al., 1999) y Shigella flexneri
(Ochoa and Cleary, 2009), amplificacion de las sefiales apoptéticas de L.
monocytogenes, inhibicion del crecimiento de hongos filamentosos, mohos y levaduras,
como Candida albicans y dermatofitos, activacién de la produccion de radicales libres
del oxigeno, como el i6n superdxido, y 6xido nitrico (NO), en polimorfonucleares en
contacto con Candida spp., actividad antiparasitaria frente a patdgenos como
Entamoeba histolytica (Gonzéalez-Chavez et al., 2009) o Toxoplasma gondii mediante la
unién a superficie de los taquizoitos, inhibicion de la multiplicacion de numerosos virus
como adenovirus y enterovirus (Seganti et al., 2004), Herpes simplex 1 y 2 (Hasegawa
et al., 1994, Siciliano et al., 1999), citomegalovirus (Beljaars et al., 2004) y virus del
VIH (Viani et al., 1999). Por ultimo, se ha descrito que la lactoferrina es capaz de
estimular la motilidad e inhibir la formacion de biofilm de P. aeruginosa (Singh, 2004),

aunque no se conoce el mecanismo que origina dichos fenémenos.
4.2.  Actividades no antimicrobianas

A pesar de que la relevancia fisiologica de estas actividades no estd bien
definida, se ha descrito que tanto la lactoferrina como la lactoferricina poseen capacidad
antitumoral en lineas celulares de leucemia, fibrosarcoma, melanoma y carcinoma de
colon (Eliassen et al., 2002). Parece ser que esta actividad no afecta ni a fibroblastos ni
a eritrocitos sanos presentes en las muestras. EI mecanismo de accién antitumoral
parece comprender interacciones con la membrana de las células tumorales seguido de
la activacion de la apoptosis. Por otra parte, la lactoferrina y la lactoferricina parecen
tener un papel inmunomodulador, pues estos compuestos son capaces de reducir las
respuestas inflamatorias excesivas mediante una inhibicién de la via clasica del

complemento (Samuelsen et al., 2004). En relacion con este papel inmunomodulador, se
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ha descrito que estos dos compuestos tienen afinidad por el LPS y capacidad
antiendotoxica. Asimismo, la capacidad de la lactoferrina y la lactoferricina para formar
combinaciones sinérgicas con lisozima y anticuerpos (Orsi, 2004) o antibioticos,
antivirales y antifingicos, parece indicar que posee cierta capacidad permeabilizante de
membranas (Vorland et al., 1999a). Finalmente, en algunos ensayos, la lactoferrina
parece poseer cierta actividad enzimatica amilasa, DNAsa, RNAsa y ATPasa, aunque
estas actividades parecen depender de la estructura que adopte la proteina en

determinadas condiciones fisicoquimicas (Gonzalez-Chavez et al., 2009).

Actualmente, existe una investigacion muy activa que persigue desarrollar
compuestos sintéticos derivados de diferentes regiones de la lactoferrina. Estas
investigaciones incluyen el desarrollo de péptidos derivados de la lactoferrina humana
con actividad bactericida (Adao et al., 2011; Zweytick et al., 2011) y con capacidad
potenciadora de la actividad antibiotica (Sanchez-Gomez et al., 2011). Otros autores se
centran en el desarrollo de péptidos antivirales derivados de la lactoferrina (Abe et al.,
2007), asi como en terapias experimentales que hacen uso de la capacidad
antiendotdxica de esta molécula (Chapple et al., 2004; Zhang et al., 1999a).

4.3. Estructura y mecanismo de accion de la lactoferricina y péptidos

derivados

Como se ha explicado anteriormente, la digestion de la lactoferrina humana
produce una molécula denominada lactoferricina H. Esta molécula contiene una region
que forma una o-hélice anfipatica (residuos 21-31; FQWQRNMRKVR), denominada
“péptido LF11” y diferente del dominio de unién al hierro (residuos 28-34). Se ha
descrito que la lactoferricina humana adopta una conformacion en forma de horquilla
(del inglés p-hairpin) debido a un puente disulfuro formado por dos cisteinas (Figura 4)
(Hwang et al., 1998). Parece ser que la region del péptido LF11 es la responsable de la
actividad antimicrobiana de la lactoferricina frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, asi como de su capacidad de union al LPS. Se han realizado varios
estudios para investigar la estructura tridimensional y el mecanismo de accién de LF11,
como el realizado por Japelj y colaboradores mediante resonancia magnética nuclear

(NMR) en diferentes ambientes anfifilicos (LPS, micelas de docecilsulfato sodico
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(SDS) que simulan membranas bacterianas, o micelas de dodecilfosfocolina (DPC) de

tipo zwitterionico para imitar las membranas eucariotas) (Japelj et al., 2005).

Por otra parte, también se ha investigado la estructura y el mecanismo de accion
de compuestos derivados de LF11, como el péptido P2-33 (Zorko et al., 2009). Para
desarrollar este péptido, estos investigadores eliminaron los aminoacidos de la molécula
parental LF11 que no contribuian directamente a la union al LPS y los sustituyeron por
otros residuos con el fin de potenciar su actividad antimicrobiana y su capacidad
neutralizante de LPS. EI compuesto derivado de esta serie de cambios, el péptido P2-33
(denominado como “PFR” en el trabajo citado), posee la siguiente secuencia de
aminoacidos: PFWRIRIRR. La estructura de este péptido asociado a micelas de SDS se
caracteriza por la presencia de una a-hélice entre los residuos W3 y R6 (Figura 5-A).
Sin embargo, esta a-hélice se sitla entre los residuos F2 e 15 (Figura 5-B) cuando el
péptido se asocia a micelas de DPC. La principal diferencia entre ambas estructuras
radica en la zona hidrofobica del extremo N-terminal, que adopta una estructura mas
compacta en micelas de DPC que en micelas de SDS. Zorko y colaboradores sugieren
que estas diferencias podrian explicar la especificidad de P2-33 por membranas de
procariotas, pues en éstas el péptido presentaria una estructura mas extendida que seria

responsable de la permeabilizacidn de estas membranas.

En contraste con los péptidos clasicos que adoptan una estructura de a-hélice
como la magainina (Tossi et al., 2000), el momento anfipatico de P2-33 esta situado a lo
largo del eje de la hélice, y no perpendicular a éste. Parece ser que esta propiedad es una
caracteristica de los péptidos de menor tamafio. Segin Zorko y colaboradores, este
hecho hace que, cuando interactia con la membrana bacteriana, el péptido adopte una
orientacion perpendicular a la bicapa lipidica, lo que parece facilitar su insercion en ella
(Figura 5-C; izquierda) (Zorko et al., 2009). Ademas, en este mismo estudio, se evaluo
la interaccion de P2-33 con membranas miméticas de diferente composicion,
concluyendo que este péptido tiene mayor afinidad por membranas con carga negativa
(fosfatidilglicerol (POPG)) que por las neutras (fosfatidilcolina (POPC)) (Zorko et al.,
2009).
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Figura 5.- Conformacion en forma de “columna” (backbone) del péptido P2-33 formando complejo con

SDS (A) o DPC (B); C: Representacion esquematica de la orientacion de P2-33 (izquierda) y un péptido
con una conformacion en a-hélice clésica (magainina, derecha) insertados en la membrana. Las cadenas
laterales de los residuos catidnicos se representan como bastones de color azul y la superficie de color gris

representa los residuos hidrofébicos. Imagen adaptada de (Zorko et al., 2009).

5. Andlisis cuantitativo de relaciones estructura actividad (QSAR)

La mayoria de péptidos antimicrobianos naturales han sido modificados con el
fin de obtener moléculas con caracteristicas biolégicas mejoradas. La optimizacion de
secuencias busca, por un lado, aumentar la actividad de la molécula parental y por otro
reducir aquellos factores que podrian limitar el uso terapéutico del compuesto que se
quiere desarrollar. Entre estos ultimos, la toxicidad sobre células eucariotas, o la
inestabilidad en medios fisiologicos ocupan un lugar destacado. Una estrategia para
desarrollar peptidos con propiedades nuevas se basa en la generacion de un elevado
namero de secuencias de manera aleatoria seguido de un cribado para seleccionar los
mejores compuestos (Chen et al., 2000). Alternativamente, sobre todo en la dltima
década se estan instaurando estrategias basadas en el disefio racional mediante analisis
cuantitativo de estructura-actividad (Quantitative Analysis  Structure-Activity

Relationships; QSAR). Estos analisis son posibles gracias a potentes ordenadores que
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analizan las miles o millones de posibles secuencias y predicen la actividad de cada una
de ellas en funcién de descriptores fisicoquimicos previamente establecidos. Lo ideal es
que estos descriptores sean calculados a partir de modelos tridimensionales, como por
ejemplo los estudios de resonancia magnetica nuclear, pero en muchos casos se utiliza
una modelizacién homdloga debido al escaso numero de estructuras tridimensionales

disponibles.

Los analisis QSAR emplean diferentes metodologias basadas en la construccion
de modelos matematicos que incluyen redes artificiales, métodos PLS (Partial Least
Square), analisis KNN (k-nearest neighbor) y regresion lineal multiple. La fiabilidad de
esta estrategia esta avalada por numerosos estudios (Cherkasov et al., 2009; Fjell et al.,
2009; Frecer et al., 2004; Karakoc et al., 2006). Las actividades que pueden mejorarse
mediante esta estrategia son, por ejemplo, la capacidad bactericida y la capacidad
permeabilizante. Para ello, estos estudios deben tener en consideracion los parametros
que gobiernan la interaccién de los péptidos con la envoltura bacteriana incluyendo i) la
carga positiva que permite la unién a superficies aniénicas de la envoltura bacteriana, ii)
la anfipaticidad, implicada en la agregacién de los péptidos sobre la superficie
bacteriana y iii) la lipofilicidad, que influye en la capacidad de difusion al interior de la

membrana.

El analisis QSAR ofrece resultados que ayudan a dirigir la optimizacion de la
secuencia en estudio. Por ejemplo, se ha descrito que la estabilidad y la actividad de la
taquiplesina | es dependiente de puentes disulfuro, puesto que la reduccion de dichos
puentes da lugar a moléculas que carecen de actividad antimicrobiana y antiviral. Otros
estudios realizados sobre la magainina 2 revelan que los primeros tres aminoacidos no
juegan un papel importante en la actividad antimicrobiana, pero la eliminacién del
residuo nimero 4 (lisina) reduce significativamente la actividad. Asimismo, la
eliminacién de los residuos 5 y 6 (fenilalanina y leucina) de este péptido provoca la
pérdida total de la actividad antimicrobiana (Zasloff et al., 1988). Otro estudio sobre la
magainina 2 demostré que el incremento de 5+ cargas positivas en la secuencia se

corresponde con un aumento de la actividad antimicrobiana (Dathe et al., 2001).

La lactoferricina humana también ha sido objeto de estudio mediante este tipo de
analisis (Haug and Svendsen, 2001; Sanchez-Gomez et al., 2011; Strom et al., 2002).
Concretamente, nuestro grupo de investigacion demostro la utilidad del analisis QSAR
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como herramienta para la sintesis de secuencias derivadas de este péptido con actividad
bactericida y permeabilizante mejorada. Asi, la actividad bactericida se vio
notablemente incrementada al aumentar la cantidad de residuos hidrofobicos,
confirmandose los resultados que obtuvieron otros autores (Eliassen et al., 2003; Haug
and Svendsen, 2001). En cambio, la excesiva concentracion de aminoacidos basicos y la
longitud de la secuencia provocaron la disminucion de la actividad antibacteriana.
Asimismo, la actividad permeabilizante de los péptidos pudo mejorarse aumentando el
numero de residuos aromaticos de la secuencia o disminuyendo la densidad de residuos
cargados positivamente (Sanchez-Gomez et al., 2011). Mediante esta estrategia se
realizaron dos ciclos de optimizacion que produjeron compuestos mejorados con

respecto a la generacion anterior.

Para los estudios de la estructura de los péptidos se suelen emplear los siguientes
parametros: i) Momento hidrofobico: medida cuantitativa de la anfipaticidad del péptido
0 suma vectorial de la hidrofobicidad de cada aminoacido; ii) Hidrofobicidad: capacidad
del péptido para moverse de la fase acuosa a la lipidica; iii) Helicidad (helicity):
estructura secundaria que contiene los residuos polares alineados longitudinalmente en
un lado del péptido y los residuos hidrofébicos alineados en el lado opuesto. Esta
estructura permite una interaccion optima entre los péptidos y las secciones anfifilicas
de las membranas bioldgicas; iv) angulo hidrofilico/hidrofébico: angulos formados por
la cara polar o hidrofdbica de la hélice respecto al eje longitudinal; v) carga: medida
cuantitativa de la carga neta positiva basada en el nimero de aminoacidos con carga

positiva presentes en la secuencia.

En este trabajo se estudiaran nuevos descriptores de péptidos antimicrobianos y
se utilizara el andlisis QSAR para predecir la actividad permeabilizante de nuevas
generaciones de derivados de la lactoferricina humana. De esta manera se pretenden
sintetizar péptidos optimizados en su capacidad para actuar en sinergia con antibiéticos
frente a P. aeruginosa multiresistente. Ademas, en el presente trabajo se investigara el
efecto postantibidtico de los péptidos cationicos y se evaluara la potenciacion de esta

propiedad mediante el uso de terapias combinadas con antibioticos convencionales.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que:

- ciertos péptidos catidnicos derivados de la lactoferrina humana permeabilizan
la membrana externa de P. aeruginosa y potencian la accién de antibi6ticos

convencionales

- si bien muchos estudios han profundizado en las bases estructurales que
gobiernan la actividad bactericida de los péptidos antimicrobianos, no existe
informacion sobre qué parametros influyen en la capacidad permeabilizante de estos

compuestos

- se ha descrito que algunos péptidos derivados de la lactoferrina poseen efecto

post-antibi6tico sobre gramnegativos

nuestra hipotesis de trabajo es que un estudio de relacién estructura-actividad de
los péptidos actualmente disponibles podria proporcionar informacion sobre las
propiedades que debe tener un péptido para permeabilizar la envoltura de una bacteria
gramnegativa, como P. aeruginosa. Estos estudios podrian permitir el disefio de
compuestos con una capacidad permeabilizante mejorada. Estos nuevos
permeabilizantes podrian usarse en combinacién con antibi6ticos para neutralizar los
mecanismos de resistencia a antibidticos basados en la impermeabilidad de la
membrana externa y quizas en la posesion de bombas de expulsion activa. Ademas,
dado que los péptidos se derivan de proteinas con conocida capacidad de interaccion
con el LPS bacteriano, se espera que esta terapia combinada sea capaz de inhibir o al
menos atenuar el choque endotéxico. De esta manera, se pretenden desarrollar

tratamientos antimicrobianos y antiendotoxicos frente a Pseudomonas aeruginosa.

Por otra parte, debido a que el efecto postantibi6tico es un pardmetro con una
gran relevancia clinica, seria importante investigar si los péptidos poseen esta propiedad
y si la presencia simultanea de los antibidticos en las terapias combinadas podria
potenciar el efecto post-antibi6tico de los péptidos. Si esto fuese asi, se podrian reducir

las dosis necesarias de la terapia combinada sin afectar a la eficacia del tratamiento.

Para la realizacion de este estudio, se establecieron los siguientes objetivos:
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Desarrollar un modelo cuantitativo que relacione la estructura quimica con la
actividad permeabilizante de los péptidos disponibles actualmente y disefiar una
nueva generacion de péptidos con capacidad permeabilizante mejorada.

Determinar la actividad permeabilizante y antimicrobiana de los nuevos péptidos
frente a P. aeruginosa y caracterizar su espectro de accion frente a otras especies
bacterianas.

Caracterizar la capacidad neutralizante de endotoxina de los nuevos péptidos y
estudiar posibles asociaciones entre parametros con interés terapéutico.

Determinar la toxicidad y actividad hemolitica de los nuevos péptidos.

Estudiar las relaciones estructura-actividad y establecer las bases estructurales que
determinan la actividad permeabilizante de péptidos catidnicos sobre P.
aeruginosa.

Seleccionar los mejores péeptidos permeabilizantes y evaluar su capacidad para
potenciar antibiodticos in vitro y en un modelo animal de sepsis por P. aeruginosa.
Determinar si los péptidos pueden producir efecto postantibiotico y si la presencia
simultanea de antibioticos en las terapias combinadas puede potenciar el efecto

post-antibiotico de los péptidos.
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MATERIAL Y METODOS

1. Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento

Las cepas utilizadas se muestran en la Tabla 5. Las bacterias se cultivaron en el
medio Trypcase Soy Broth (TSB; BioMerieux, Mercy 1’Etoile, Francia) sin suplementar
0 suplementado con 16 g/L de agar bacteriologico (Pronadisa, Alcobendas-Madrid,
Espafia) a 37 °C. Para las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos y ensayos de efecto
postantibidtico se utilizé el medio de cultivo Mieller-Hinton con cationes ajustados (20-
25 mg/L Ca®* y 10-12,5 mg/L de Mg®*) (MHA; Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
Estados Unidos) o sin ajustar para algunos experimentos de potenciacion de antibioticos
(MHNA,; Difco Laboratories, Detroit, Michigan, Estados Unidos). Los cultivos liquidos,
cuando fue necesario, se agitaron a 135 rpm en un agitador orbital. Las cepas se

conservaron a -80 °C en viales de leche descremada estéril.

Tabla 5.- Cepas utilizadas.

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
Pseudomonas aeruginosa
PAO1 tipo salvaje CECT! 4122
ATCC 27853 cepa control de calidad de antibi6ticos ATCC?
4158-02 Ps4 aislamiento clinico CUN?
(Sanchez-Gomez et
al., 2011)
LC1-6 mutante derivado de PAOL que sobreexpresa (Conejo et al., 2003)
la bomba MexAB/OprM
PAAAD mutante derivado de PAOL con mutacién en  (Moya et al., 2009)
ampD
PAADDK2Dh3 mutante derivado de PAO1 con triple (Moyéetal., 2009)
mutacion en ampD  (ampD-ampDh2-
ampDh3)
Otras
E. coli 25922 cepa control de calidad de antibioticos ATCC
S. aureus 25923 cepa control de calidad de antibioticos ATCC
B. bronchiseptica 11844-99 aislamiento clinico CUN
1: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. 2: American Type Culture Collection. 3: Clinica Universidad de
Navarra.
2. Péptidos

Los péptidos (7-14 aminoacidos) utilizados fueron suministrados por NEO
Multiple Peptide System (NEOMPS; San Diego, Estados Unidos) y PolyPeptide

Laboratories (Estrasburgo, Francia). En todos los casos, los péptidos se sintetizaron
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mediante el método de amidacion del carboxilo terminal en fase solida usando 9-
fluorinylmethyloxicarbonil (Fmoc) y se purificaron mediante HR-HPLC. Las
secuencias de los péptidos se muestran en el anexo 1. Los péptidos se resuspendieron en
agua ultrapura estéril a una concentracion de 10 mg/mL y se conservaron a -20 °C.
Como péptidos modelo de actividad bactericida y permeabilizante, se emplearon,
respectivamente, polimixina B (PMB; Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) y su derivado no acilado polimixina B nonapéptido (PMBN; Sigma-Aldrich).

3. Antibioticos

Las soluciones antibioticas se prepararon teniendo en cuenta su potencia y se
diluyeron, segln las recomendaciones del fabricante, a una concentracion de entre 100 y
200 veces su concentracion de trabajo. Se comprobd la actividad de todos los
antibidticos utilizados mediante controles de calidad empleando las cepas de la
Coleccion Americana de Cepas Tipo (ATCC) recomendadas. Para ello, se obtuvo la
concentracion minima inhibitoria (CMI; apartado 4a) de cada antibidtico y se comparé
con los rangos establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI;
anteriormente denominado National Committee for Clinical Laboratory Standard,
2003). Se emplearon los siguientes antibidticos: novobiocina, eritromicina,
azitromicina, doxiciclina, fosfomicina, ceftazidima, cefotaxima e imipenem (Sigma-

Aldrich), Zithromax® i.v. solucion inyectable (Pfizer Corporation; Viena, Austria)

4. Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

a) Determinacion cuantitativa: técnica de microdilucién en caldo

Para cuantificar la capacidad antimicrobiana de los péptidos sobre las cepas en
estudio, se determind la CMI y la concentracién minima bactericida (CMB) de los
compuestos, segln los protocolos descritos por el CLSI (National Committee for
Clinical Laboratory Standard 2006) y siguiendo el método de Sanchez-Gomez y
colaboradores (Sanchez-Gomez et al., 2008). Para ello, sobre placas de microtitulacion
con fondo en ‘U’ (TPP, Trasadingen, Suiza) se dispensaron concentraciones
decrecientes del antimicrobiano en progresion aritmética de base 2 en medio MH. El

rango de concentraciones empleado fue 1-512 pg/mL en un volumen de 100 pL.
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El in6culo bacteriano se prepard por el método directo de suspension de colonias.
Para ello, a partir de una placa de TSA cultivada durante 18 horas, se tomaron varias
colonias y se resuspendieron en una solucion salina (NaCl 0,9 %) estéril hasta alcanzar
una densidad 6ptica (D.O.) a 600 nm de 0,04 (equivalente a 5 x 10’ ufc/mL,
aproximadamente). Esta suspension bacteriana se diluyo 1:100 en MH vy se afiadieron
100 pL a cada uno de los pocillos. Por lo tanto, el nimero de ufc final en cada uno de
los pocillos fue de entre 10* y 10°. Las placas se incubaron durante 18-24 horas a 37 °C

y posteriormente se procedio a realizar la lectura de los resultados.

Se define CMI como la concentracion minima de antimicrobiano capaz de inhibir
visualmente el crecimiento bacteriano; y CMB como la concentracion minima de
antimicrobiano capaz de eliminar la viabilidad del 99,9 % (3 log) del indculo original.
La CMI se detectd visualmente, seleccionando el primer pocillo con ausencia total de
turbidez o boton celular. Posteriormente, los pocillos sin crecimiento bacteriano se
agitaron y se sembré una alicuota en placas de MH. Este procedimiento se realizé por
duplicado. Tras incubar las placas 24 horas a 37 °C se procedi6 a realizar el recuento de
colonias y se determiné la CMB.

b) Turbidimetria: Bioscreen C

La concentracion minima de antimicrobiano que no produce retraso en el
crecimiento normal de un microorganismo (apartado 7, PAEP) se determin6 empleando
el equipo semiautomatico Bioscreen C (Labsystems Laboratories, Helsinki, Finlandia),
que mide la turbidez de un cultivo bacteriano a intervalos periddicos. El in6culo se
prepar6 de manera idéntica a la de los anteriores métodos de sensibilidad, y las
diluciones seriadas del antimicrobiano se realizaron en las placas de poliestireno de 100
pocillos suministradas por el fabricante (Labsystems Honeycomb, Thermo Labsystems,
Helsinki, Finlandia). Los ensayos de susceptibilidad se realizaron a 37 °C durante 24
horas con agitacion intermedia y partiendo de un indculo idéntico al de los
experimentos anteriores. Las absorbancias se midieron a 600 nm cada 15 minutos, y las
curvas de crecimiento bacteriano se representaron graficamente. Para los experimentos
posteriores, se selecciond aquella concentracion de antibiotico que, a la vista de la curva
de crecimiento del microorganismo en ausencia del antimicrobiano, no causaba una

disminucion apreciable en la velocidad de crecimiento.
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5. Estudios de sinergia

a) Método cualitativo: checkerboard test

Para determinar la existencia de actividad sinérgica entre dos compuestos
antimicrobianos, se emple6 la técnica del tablero (checkerboard test, (Eliopoulos and
Moellering, Jr., 2011)). Este ensayo se realiz6 en placas de microtitulacion con fondo en
‘U’ (TPP) combinando varias concentraciones de antibiético y péptido en medio MH.
Horizontalmente, se realizaron diluciones dobles seriadas del antibiotico seleccionado
(novobiocina) en un rango de concentraciones 1-512 pg/mL, mientras que,
verticalmente, se dispusieron las diluciones seriadas del péptido en un rango de 1,56-50
pg/mL. El in6culo bacteriano se prepard de manera idéntica a los ensayos de actividad
antibacteriana (apartado 4a). Para poder cuantificar la actividad sinérgica de los

péptidos se calcularon los siguientes parametros:

- Indice de concentracién minima fraccionada (CIF)

Este indice relaciona las CMI del péptido y la novobiocina por separado y en

combinacion, mediante la siguiente formula:

CMI nov+pép + CMI nov+pép

CIF =
CMI,,oy CMI

pep

Cuando el inéculo no era inhibido ni siquiera por la concentracién de
antimicrobiano mas alta de entre las disponibles, se tom6 como valor para el calculo de
CIF la dilucion inmediatamente superior a la més alta. Siguiendo las recomendaciones
del protocolo descrito por la mayoria de los autores, los resultados de estos ensayos se
interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios: efecto sinérgico, CIF < 0,5; efecto

aditivo o indiferencia 0,5 < CIF < 2; efecto antagonista CIF > 2

- Cociente de CMI (CCMI)

Este cociente mide el nimero de veces que disminuye la CMI de la novobiocina

cuando se combina con el correspondiente péptido:

CCMI = CMINOV sola

CMINOV en presencia de pép
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Las combinaciones con valor de CCMI > 4 se consideraron sinérgicas, de acuerdo

con el criterio descrito anteriormente por la mayoria de autores.

b) Método cuantitativo: curvas de letalidad

El in6culo bacteriano se prepar0 a partir de una placa fresca cultivada durante 18-
24 horas. Una colonia procedente de esta placa se inocul6 en un matraz que contenia 10
mL de TSB y el matraz se incub6 durante una noche a 37 °C en agitacion orbital. Al dia
siguiente, se empled in6culo procedente de este caldo para iniciar un cultivo en un
matraz que contenia 10 mL con medio MHA. El matraz se incubd en las condiciones
descritas anteriormente durante 2-3 horas, hasta que el cultivo alcanz6 la fase de
crecimiento logaritmico. A partir de este Gltimo cultivo, se prepar6 una suspension
bacteriana que se ajustd a una D.Ogp de 0,085 (equivalente a 10® ufc/mL,

aproximadamente).

Para el calculo de la actividad sinérgica péptido-antibidtico, se emplearon tubos de
vidrio de 20 mL con 10 mL de MHA, a los que se afiadieron combinaciones del péptido
seleccionado y novobiocina, ambos a concentracion subinhibitoria. Simultaneamente, se
dispusieron tubos control sin antimicrobiano alguno, o con antibidtico o péptido solo. A
cada uno de los tubos se afiadieron 50 pL del in6culo ajustado y los tubos se incubaron
a 37 °C con agitacion orbital durante 24 horas. Para el recuento de viables, se tomaron
muestras a los tiempos 0, 3, 6, 8 y 24 horas del comienzo de la incubacidn, se realizaron
diluciones y una alicuota de éstas se sembro sobre placas de TSA por duplicado. Tras
incubar las placas a 37 °C durante 18-24 horas se procedié a realizar el recuento de
viables. Para evaluar la existencia de sinergia, se comparo el efecto de la combinacién
con el del antimicrobiano mas activo por si solo. De acuerdo con el criterio de
Eliopoulos y Moellering (Eliopoulos and Moellering, Jr., 2011), la existencia de
sinergia, antagonismo y aditividad en una combinacion péptido-antibittico tras 24 horas
de incubacion se definié de la siguiente manera: 1, sinergia: una disminucion en la
poblacion bacteriana >100 veces (2 log); 2, antagonismo: una reduccion de la muerte
bacteriana de >100 veces; 3, aditividad o indiferencia: un cambio de menos de 10 veces
en la poblacion. En todos ellos se comparo la combinacion con el antimicrobiano mas
activo en solitario. Ademas, se interpretaron los resultados de la actividad bactericida
temprana (a las 6 horas) de las combinaciones, siguiendo los mismos criterios descritos

anteriormente.
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6. Modelo murino de sepsis

Para el modelo murino de sepsis se emplearon ratones hembras Balb/C de 8
semanas de edad con 18-20 g suministrados por Harlan (Harlan Interfauna Ibérica S.A.
Barcelona, Espafia). Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos
experimentales (n=8) y se realizd una cuarentena de 5-7 dias antes de la manipulacion.
Se empled un disefio de inmunodepresion que consistio en la administracion de tres
inyecciones subcutaneas de ciclofosfamida los dias -5 (150 mg/kg), -3 (100 mg/kg) y -1
(100 mg/kg). En experimentos previos se comprobd que este tratamiento indujo una
neutropenia severa (una reduccion del 90 % tanto de la linea leucocitaria total como de
neutréfilos) en los animales el dia posterior a la dltima administracion del
inmunodepresor. Para el recuento de leucocitos totales y neutréfilos, y por lo tanto, la
confirmacion de la neutropenia, los ratones fueron anestesiados con una solucion de
ketamina (Imalgene 1000, Merial, Barcelona, Espafa) y Xilacina (Rompun 2%, Bayer,
Barcelona, Espafia) diluido en suero salino apirégeno estéril (1,5 : 0,5 : 3,0) por via
intraperitoneal. Se extrajo la sangre mediante el procedimiento de exanguinacion por
puncién cardiaca con una jeringa de 1 mL y una aguja de grosor 23-G, y finalmente se
sacrificé a todos los animales por dislocacion cervical. El recuento de neutrofilos fue

realizado por el Departamento de Toxicologia de la Universidad de Navarra.

El inéculo de P. aeruginosa 4158 Ps4 consistié en 10° ufc/ratén, la cual fue
determinada en experimentos de dosis letal (DL1go) en 24-48 h realizados previamente.
La infeccion de P. aeruginosa 4158 Ps4 se realiz6 por via intraperitoneal, asi como la
posterior administracién del tratamiento en estudio. Se monitorizd la bacteriemia
mediante hemocultivos de muestras de sangre tomadas de la arteria submaxilar a varios
tiempos tras la infeccion. Esta fue detectada a partir de las 6-8 horas y por ello se
decidié administrar el tratamiento una hora después (primera dosis) y 6 horas después
(segunda dosis) de la inoculacion de P. aeruginosa. El tratamiento consistié en dos
dosis de péptido de 10 mg/kg cada una y una unica dosis de azitromicina (Zitromax®,
Pfizer, Viena, Austria) de 25 mg/kg.

Por otra parte, se extrajo sangre a los animales (n=4 de cada grupo experimental)
de la arteria submaxilar 1,5 horas después de la infeccion para la cuantificacion de
TNFa, que se realizé6 mediante un ELISA sandwich (Mouse Kit TNFo immunoassay,

Quantikine, R&D systems, Minneapolis, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones
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del fabricante. Ademas, 7,5 horas después de la infeccion se volvio a extraer sangre
(n=4 de cada grupo experimental) para la cuantificacion de la bacteriemia. Para ello, se
sembraron 20 pL de sangre por duplicado justamente después de su obtencion en placas
de TSA y se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas. Al dia siguiente, se realizé el

recuento de unidades formadoras de colonias.

En cada experimento independiente, los resultados de mortalidad se analizaron
de manera conjunta en todos los tiempos mediante analisis de supervivencia de Kaplan-
Meyer (SPSS v15). Cuando las rectas de supervivencia fueron paralelas los datos se
compararon mediante el test Log-Rank, mientras que para las rectas que se
entrecruzaban se empled el test de Breslow-Gehan-Wilcoxon. Los valores de P se
obtuvieron siempre comparando los datos de mortalidad del mismo experimento

(mortalidad en grupos tratados vs. no tratados).

Todos los protocolos con animales usados en este estudio fueron aprobados por
el Comité de Etica para la Experimentacion Animal de la Universidad de Navarra

(ndimero de protocolo 069/09).
7. Efecto postantibidtico (Post-antibiotic Effect) (PAE)

El efecto postantibidtico (PAE) se definio6 como la capacidad de algunos
antimicrobianos para producir un retraso en el crecimiento normal de un
microorganismo tras una corta exposicion al mismo (McDonald et al., 1977). EI PAE se
determind siguiendo dos métodos diferentes (Craig and Gudmundsson, 1996): recuento
de viables y andlisis de turbidez mediante Bioscreen C. Ambos métodos comparten la

fase inicial de preparacion del cultivo bacteriano y tratamiento.

Una colonia de Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4 obtenida a partir de un cultivo
fresco en TSA se inocul6 en 10 mL de MH vy el caldo se incubd en agitacion a 37 °C
hasta alcanzar una D.Osg de 0,2-0,3 (equivalente a 10° ufc/mL, aproximadamente). Esta
suspension bacteriana se diluyé 10 veces en MH y 1 mL de la suspensién se mezcld con
el péptido P4-9 o el antibidtico en un tubo tipo eppendorf, obteniéndose una
concentracion final de 32 pg/mL del peptido (dos veces su CMI). Los tubos se
incubaron en un agitador giratorio durante 1 hora a 37° C. Tras la incubacion, el péptido
se elimind mediante tres lavados por centrifugacion (1500 x g; 15 minutos; rotor

SX4750), seguida de decantacién del 90 % del sobrenadante y de adicién de MH fresco
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previamente atemperado a 37 °C. Como control para el calculo del PAE, un duplicado
de la suspension de partida no tratado con péptido fue sometido a una sucesion idéntica
de procedimientos. Tras los lavados, se obtuvieron dos cultivos bacterianos de 1 mL,
tratado y no tratado con el péptido, que fueron procesados de una de las dos maneras

siguientes:

a) Método de recuento de viables

Ambos cultivos bacterianos se incubaron a 37 °C en un agitador orbital durante 24
horas y la cinética de crecimiento se determind mediante recuento de viables.
Concretamente, se recogieron muestras a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 24 horas
del comienzo de la incubacion, se realizaron diluciones y una alicuota de éstas se
sembrd en placas de TSA. Tras 18-24 horas de incubaciéon a 37 °C se procedio al
recuento de viables y al célculo del PAE mediante la siguiente formula (Craig and
Gudmundsson, 1996):

PAE (h) = T-C

donde T y C son el tiempo en horas requerido por el cultivo tratado y no tratado,
respectivamente, para incrementar 10 veces (1 log) su poblacion bacteriana. En la

Figura 6-A se muestra un ejemplo para el calculo del PAE.

b) Método turbidimétrico

Una alicuota del cultivo se distribuy6 por triplicado en placas de 100 pocillos y la
cinética de crecimiento se monitorizd en un equipo Bioscreen C. La temperatura se
ajustd a 37 °C y el control de agitacion se colocé en la posicion intermedia. Se tomaron
medidas de D.Ogyp cada 15 minutos y tras representar graficamente las curvas, se
calcul6 el PAE mediante la siguiente formula:

PAE (h) = T50 — C5o

donde Tso and Csp son el tiempo requerido por el cultivo tratado y no tratado,
respectivamente, para alcanzar un valor de absorbancia (Asp) correspondiente a la mitad
del valor de absorbancia final del cultivo control (Lowdin et al., 1993). El valor de
absorbancia alcanzado por el cultivo control al final del ensayo (tras 20 h de incubacién)
fue de 1,8-1,9 en la mayoria de los experimentos. En la Figura 6-B se muestra un
ejemplo para el calculo del PAE.
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Figura 6: Calculo del efecto postantibidtico mediante el método de recuento de viables (A) y el método
turbidimétrico Bioscreen C (B). La flecha verde indica el aumento de 1 log de la poblacidn bacteriana. La

flecha roja indica el PAE.

8. Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibidtico (Post Antibiotic Effect
Associated Permeabilization; PAEP) y Sensibilizacion en el periodo PAEP
(Sensitization during Post Antibiotic Effect Associated Permeabilization (S-
PAEP)).

Se definio Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiotico como el incremento
transitorio en la permeabilidad que experimentan las células bacterianas como resultado
de una exposicion previa a un antimicrobiano. La PAEP proporciona informacion sobre
la intensidad y persistencia del PAE. Se definié Sensibilidad en el periodo PAEP (S-
PAEP) como el retraso adicional causado por un antibiético que ha sido afiadido dentro
del periodo PAEP. El célculo del S-PAEP se realiz6 mediante los dos métodos descritos
anteriormente para el calculo del PAE, pero con ligeras modificaciones. Brevemente,
tras los lavados, ambos cultivos pre-tratado y no tratado, se incubaron a 37 °C o se
distribuyeron por triplicado en placas de 100 pocillos para su monitorizacion mediante
Bioscreen C en las condiciones descritas anteriormente. En ambos experimentos, se
afiadio el antibiotico seleccionado a concentraciones subinhibitorias a diferentes
tiempos (0, 1 y 2 horas) tras el comienzo de la incubacion. Para la técnica de recuento

de viables, la S-PAEP se calcul6 siguiendo la siguiente formula:
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S-PAEP (h)=T—1

donde t es el tiempo en el cual se afiadio el antibiotico al cultivo bacteriano y T el
tiempo en el cual el cultivo recuper6 el namero de UFC/mL que tenia en el momento de
la adicion del antibiotico. Para el método de Bioscreen C, la S-PAEP se calculd
siguiendo la misma metodologia descrita por Lowdin y colaboradores para el PAE con
ligeras modificaciones (Lowdin et al., 1993). Tras la obtencién de los puntos de
absorbancia para cada una de las curvas de crecimiento, el S-PAEP se calcul6 mediante

la siguiente férmula:
S-PAEP (h) = Ts — Pso

donde Tsoy Pso son el tiempo requerido por el cultivo pre-tratado con el péptido y
posteriormente con antibiotico, y pre-tratado con el péptido pero no tratado con
antibidtico, respectivamente, para alcanzar un valor de absorbancia (Asp)
correspondiente a la mitad del valor de absorbancia final del cultivo control (sin
tratamiento). El valor de absorbancia alcanzado por el cultivo control al final del ensayo

(tras 20 h de incubacion) fue de 1,8-1,9 en la mayoria de los experimentos.

Cuando la metodologia empleada fue la técnica turbidimétrica mediante Bioscreen
C para los ensayos PAE y S-PAEP, se dispuso de varios cultivos control con diferente
indculo inicial y se hicieron los céalculos comparando el cultivo tratado con un cultivo
control que hubiera partido del mismo nimero de UFC/mL que el tratado en el
momento de la eliminacién del péptido. Para ello, fue necesario determinar el nimero

de viables tras la eliminacion del péptido en cada ensayo.
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Figura 7: Célculo de S-PAEPs mediante el método de recuento de viables (A) y el método turbidimétrico
Bioscreen C (B). La flecha roja indica el S-PAEP determinado para el antibidtico seleccionado y

momento en el que ha sido afiadido. (C) Valores de S-PAEPs segun el método utilizado.

9. Deteccion fenotipica de p-lactamasa AmpC desreprimida en P. aeruginosa 4158
Ps4

Para la deteccion fenotipica de una B-lactamasa AmpC desreprimida se empled el
método de inhibidores especificos de AmpC. Para ello, se realiz6 un indculo de P.
aeruginosa Ps4 con una turbidez bacteriana de 0,5 MacFarland y se sembr6 en modo
césped en una placa de MH y una placa de MH que contenia oxacilina a una
concentracion de 250 pug/mL. Posteriormente, se depositd un disco de ceftazidima 30 g
en el centro de cada una de las placas y se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas. Al dia
siguiente, se midieron los halos de inhibicion en cada una de las placas y se compararon

entre si. Como controles del experimento se utilizo la cepa salvaje PAO1, un mutante de

63



Material y métodos

PAO1 (PAAAD) que presenta un fenotipo AmpC hiperinducible no desreprimido y un
triple mutante de PAO1 (PAAADADh2ADh3) que muestra un fenotipo AmpC
establemente desreprimido. Un aumento significativo del halo de inhibicién en la placa
de MH con oxacilina con respecto a la que no la contiene, indico la presencia fenotipica

de una B-lactamasa AmpC desreprimida.

10. Visualizacién del efecto permeabilizante producido por P4-9 en la cepa salvaje

PAO1-gfp mediante microscopia de fluorescencia

Para la visualizacion del efecto permeabilizante de P4-9 en la cepa salvaje P.
aeruginosa PAOL, se empled una cepa que contenia un plasmido con el gen de la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein: gfp) desarrollada por Sanchez-
GOmez (Sanchez-Gomez, 2008). La preparacion del indculo bacteriano, el tratamiento
con el péptido P4-9 y los lavados por centrifugacion fueron realizados de la misma
manera descrita en el apartado 6. Tras los lavados por centrifugacion, el pellet
bacteriano se resuspendio en 1 mL de solucion salina estéril y se realizd un segundo
lavado, tras el cual, se afiadi6 1 mL de una solucion de paraformaldehido (PFA)
(Merck) al 4% (p/v) para fijar las células. Posteriormente, se realizaron dos lavados con
solucion salina en un volumen final de 1 mL y se afiadieron 20 pL de una solucién de
ioduro de propidio (Sigma-Aldrich), se incub6 10 minutos en oscuridad y se realizaron
dos lavados en suero salino. Por ultimo, se depositdé una gota de 20 pL en un
portaobjetos y tras dejarlo secar a temperatura ambiente se mont6 un cubreobjetos con
pegamento DPX (dibutyl phtalate xylene; BDH, Poole, Inglaterra).

Para la observacion al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TS100; Nikon
Instruments Inc., Tokio, Japon) se utilizaron dos filtros, uno FITC empleado para la
observacién de la sefial verde (gfp), y otro, TRITC para la observacion de la sefial roja
(ioduro de propidio). Las muestras se fotografiaron en la misma posicion en cada uno de
los dos filtros y se superpusieron mediante el programa informatico Isis FISH Imaging

System (Metasystems, Alemania).
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11. Visualizacion de alteraciones en superficie producido por P4-9 en la cepa

clinica P. aeruginosa 4158 Ps4 mediante microscopia de fuerza atomica (AFM)

Para la visualizacion del efecto permeabilizante del péptido P4-9 en la cepa
clinica P. aeruginosa 4158 Ps4 se utilizd un microscopio de fuerza atomica (atomic
force microscopy; AFM) (JPK Instruments; Berlin, Alemania) sobre cubreobjetos de
cristal (Menzel-Gléser; Saarbriickener, Braunschweig). Se eligieron cubreobjetos de un
tamafo de 24 x 24 mm y se sometieron a un proceso de lavado que consistio en sonicar
durante 2 minutos en una solucién al 2 % de detergente PCC (Thermo Scientific;
Rockford, Estados Unidos) en agua ultrapura. Tras aclararlo en agua ultrapura el cubre
se introdujo en una solucion de metanol y se dejo secar a temperatura ambiente,
cubierto con papel de aluminio para evitar que se pegara cualquier impureza del
ambiente. Posteriormente, se realizé un tratamiento quimico para mejorar la adherencia
de las bacterias que consistio en sumergir el cubre durante 5 minutos con poli-L-lisina

(Sigma-Aldrich) al 0,01 % en agua ultrapura y se dejo secar a temperatura ambiente.

La preparacion del indculo bacteriano, el tratamiento con el péptido P4-9 y los
lavados por centrifugacion fueron realizados de la misma manera descrita en el apartado
6 excepto que los lavados posteriores a las incubaciones se realizaron en Hepes (Sigma-
Aldrich) 20 mM pH 7,2 en vez de MHA. Como control negativo y positivo se utilizaron
indculos bacterianos no tratado y tratado con polimixina B a una concentracién dos
veces superior a su CMI, respectivamente, que se manipularon de la misma manera que

los anteriores.

Se depositd una gota de 20 pL de cada uno de los inéculos en el centro del
cubreobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedio a la
visualizacion mediante el microscopio de fuerza atémica. El aparato de AFM estaba
acoplado a un cantiliver de Si-N (0,01-0,025 ohm/cm; L =125 um, W =35 um, T =45
pUm) que en su extremo contenia una punta (radio < 10 nm, H = 14-16 um, f = 200-400
kHz, k = 25-75 N/m) recubierta de Aluminio (Réflex nd). Se realizaron escaneos de
diferente region y tamafio de la gota, intentando obtener una representatividad suficiente
de la poblacion bacteriana. Ademas, tras elegir la zona de trabajo, se seleccionaron
regiones mas pequefias para realizar nuevos escaneos a mayor aumento. El software
utilizado para el manejo del aparato, procesamiento y edicion de las imagenes fue SPM

de JPK y se fijaron los parametros de Setpoint, 1Gain y PGain en 0,65 V, 150 Hz y
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0,0048, respectivamente. Estos ensayos se realizaron en el Centro de Estudios e

Investigaciones Técnicas (CEIT) de San Sebastian, Guipuzcoa.

12. Obtencion del LPS de P. aeruginosa PAO1 mediante el método de extraccion

fenol-agua

El lipopolisacarido (LPS) se extrajo a partir de células de P. aeruginosa PAO1

aplicando el método de extraccidn fenol-agua (Westphal and Jann, 1965).

P. aeruginosa PAOL1 se cultivo en un slant de TSA fresco durante 24 horas a 37
°C. Las bacterias se resuspendieron en 2 mL de suero salino estéril, y de esta
suspension, se afiadieron 0,5 mL a matraces de 2 L que contenian 800 mL de TSB. Los
matraces se incubaron en agitacion durante una noche a 37 °C. Tras finalizar el cultivo,
las bacterias se mataron con fenol a una concentracion final del 0,5% durante 24 horas y
se lavaron mediante centrifugacion con suero salino (6000 x g, 20 min. Rotor GS-3, Kt
2600). Una vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron en agua
destilada y se liofilizaron. Para la extraccion del LPS, 5 g del liofilizado se
resuspendieron en 170 mL de agua destilada a 66 °C y la suspensién se mezcl6 con el
mismo volumen de fenol fundido a la misma temperatura. Esta mezcla se agit con un
agitador mecénico provisto de un vastago con aspas de teflon durante 15-20 minutos
manteniendo la temperatura a 66 °C. Finalmente, la emulsion se enfrié en un bafio con
hielo picado durante 24 horas y se centrifugd a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C

(Rotor GS-3, K¢ 1160) para separar las fases.

La fase acuosa, que es donde migra el LPS de PAQOL, se separd, se filtro y se
precipitd con 5 volimenes de metanol frio suplementado con 1% (vol/vol) de metanol
saturado con acetato de sodio. Tras dejar reposar la muestra durante al menos una noche
a -20 °C, el precipitado se recogié mediante centrifugacién (6.000 x g, 15 min a 4 °C.
Rotor GS-3, K¢ 2600) y se resuspendié mediante sonicacién en 150 mL de agua

destilada. Finalmente, la muestra se dializo y se liofilizo.

13. Purificacion del LPS de P. aeruginosa PAO1

El LPS liofilizado se resuspendio mediante sonicacion en Tris-HCI-NaN3 a razon
de 10 mg/mL y se sometio a una digestion enzimatica con nucleasas y proteasas. Para

ello, se afadieron DNasa y RNasa (ICN; Irvine, California, Estados Unidos), ambas a
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una concentracion final de 50 pug/mL, y la solucién se incubd durante 30 minutos a 37
°C. Posteriormente, se afiadié proteinasa K (Merck; Madrid, Espafia) a una
concentracion final de 50 pg/mL y se incubo la muestra durante 3 horas a 55 °C. Esta
digestion con proteinasa K se repitio dos veces mas, afiadiendo nueva enzima cada vez.
El LPS se precipitdé con metanol suplementado con 1% (vol/vol) de metanol saturado
con acetato de sodio. Tras una incubacion de 1-2 horas a -20 °C, el precipitado se
recogié por centrifugacion (6000 x g, 15 min a 4 °C. Rotor GS-3, K 2600) y se
resuspendio mediante sonicacion en agua desionizada. Finalmente, la muestra se dializé
y se ultracentrifugo (100.000 x g, 6 h, 4 °C. Rotor 70.1Ti), y el sedimento obtenido se

resuspendio en agua destilada y se liofilizo.
14. Determinacion del acido 2-ceto-3-deoxioctonico (KDO)

El KDO se midi6 por el método del &cido tiobarbitdrico (Warren, 1959),
modificado como describen Diaz-Aparicio y colaboradores. (Diaz-Aparicio et al., 1993)
para eliminar la interferencia generada por los desoxiazlcares. La muestra de LPS se
resuspendié a razén de 1 mg/mL en SDS al 0,2 % mediante sonicacion. Como
estandares, se utilizaron KDO (Sigma-Aldrich) a 50 pg/mL y desoxirribosa (Sigma-
Aldrich), a 25 pg/mL en agua ultrapura. Tanto las diluciones de las muestras como las
de los estandares se hicieron en agua ultrapura hasta un volumen final de 200 uL por
tubo. Las muestras se hidrolizaron con 20 uL de acido sulfurico 1,25 N a 100 °C durante
20 minutos Yy la hidrolisis de interrumpid enfriando en hielo. Los azUcares liberados se
oxidaron con 250 pL de é&cido periodico 0,042 N en acido sulfarico 0,125 N a
temperatura ambiente durante 20 minutos y la reaccion se detuvo afiadiendo 0,5 mL de
arsenito sodico al 2 % en &cido clorhidrico 0,5 N (2 minutos a temperatura ambiente).
La deteccion del KDO se llevd a cabo afadiendo a los tubos 2 mL de &cido
tiobarbitdrico al 0,3 % e incubando éstos a 100 ° C durante 20 minutos. Por ultimo, se
afiadié a los tubos dimetilsulfoxido (1 mL) para eliminar cualquier turbidez y se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 536 y a 552
nm y la cantidad de KDO en las muestras se calculo mediante la siguiente formula:

536 , 7552 _Mgsz . A536
X

Dx '
mol KDO =
" MERs MBS — Mg MEY
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donde M es el cociente entre la absorbancia a la longitud de onda que se indica y
los micromoles del estandar correspondiente (KDO o desoxirribosa [Dx]), y A es la

absorbancia de la muestra a la longitud de onda indicada.
15. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Se realiz6 segun el procedimiento de Laemmli (Laemmli, 1970), en un sistema
discontinuo. El gel de separacién se prepard con una solucién de acrilamida (N’,N’-bis-
metilenacrilamida, Bio-Rad) al 10% en Tris-HCI 375 mM (pH 8,8) calentada a 60 °C y
desgaseada a vacio. Seguidamente, se afiadieron N,N,N,N’-tetrametiletildiamina
(TEMED, Bio-Rad), 0,1 % SDS y peroxidisulfato amonico al 0,05%. En el gel de
separacién se emple6 una solucién de acrilamida al 4% en Tris-HCI 125 mM (pH 6,8)
calentada a 60 °C y desgaseada a vacio, a la cual se afiadieron TEMED 0,1 %, SDS 0,1
% y peroxidisulfato aménico al 0,05%. La solucion de electrodo empleada fue Tris-HCI
30 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y SDS al 0,1 %. Las muestras se resuspendieron a
razon de 1 6 2 mg/mL en Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), glicerol al 10 % (vol/vol), SDS al
2%, 2-mercaptoetanol al 5 % y azul de bromofenol al 0,00125 %, y se hirvieron durante
5-10 minutos antes de la electroforesis. Las condiciones de electroforesis empleadas
fueron 15 mA durante 2 horas y 20 minutos para geles de formato 10 x 7,3 cm (sistema
Mighty Small, Pharmacia). EI marcador de peso molecular empleado fue High-Range

Rainbow Molecular Weight Marker (Amersham Bioscience).
16. Tincién y visualizacion del LPS de P. aeruginosa PAO1

Una vez acabada la electroforesis, uno de los geles se tifié con plata alcalina para
LPS segun el método descrito por Tsai y Frasch (Tsai and Frasch, 1982). Para ello,
primero el gel se fijo en metanol al 50 % y &cido acético al 5 % durante 1-16 horas.
Posteriormente, se procedié a una oxidacién con periodato al 0,7 % en una solucién de
metanol 7,5 %-acido acético glacial 5% durante 10 minutos. Tras un lavado con agua
ultrapura, el gel se tifié con plata amoniacal (NaOH al 0,077 %, amoniaco [Merck
KGaA] al 0,35%, nitrato de plata al 0,8 %) durante 30 minutos. Finalmente, las
muestras se revelaron con acido citrico al 0,005 %- formaldehido al 0,0185 % vy se
procedio a la detencion de la reaccion con acido acético al 1 %. El gel se escaned
empleando un sistema de escaner ScanJet 7400C (Hewlett-Packard) y se secO en un

secador de geles a vacio sobre papel de filtro.
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El segundo gel se tifi6 con plata alcalina para proteinas siguiendo el método de
Merril y colaboradores (Merril et al., 1979). Esta tincion se emple6 para comprobar la
ausencia de proteinas en la muestra de LPS tras el método de extraccion y posterior

purificacion (apartados 12 y 13 de Material y métodos).

17. Afinidad de los péptidos por el LPS in vitro

a) Ensayo fluorimétrico con el complejo Bodipy-cadaverina

Para medir la afinidad de los péptidos por el LPS se empled el método de
desplazamiento BODIPY TR cadaverine (5-(((4-(4,4-difluoro-5-(2-thienyl)-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacene-3-yl)phenoxy)acetyl)amino)pentylamine, hydrochloride)
(Molecular Probes, Madrid, Espafa), siguiendo un meétodo ya descrito (Wood et al.,
2004). Las medidas de fluorescencia se realizaron en cubetas desechables de
poliestireno (BIO-RAD; Hercules, California, Estados Unidos) en un fluorimetro
(Edinburgh Instruments; fuente Xe 900; Edinburgo, Escocia) equipado con un bafio
ajustado a una temperatura de 25 °C. Las longitudes de onda de excitacion y emisién

fueron de 580 y 620 nm, respectivamente, con una anchura de ventanas de 2,5 nm.

Antes de cada experimento, el LPS de P. aeruginosa PAOL, extraido y purificado
como se especificd en los apartados 12 y 13, se someti6 a 3 ciclos de temperatura (15
minutos a 56 °C seguido de 5 minutos a 4 °C). Este proceso asegura que el tamafio y la
estructura de los agregados de LPS son uniformes (Kowalski et al., 2010). La Bodipy
cadaverina (BC) se utiliz6 a una concentracion final de 5 uM, el LPS a 1,25 pg/mL y
los péptidos a 12,5 pg/mL. Las medidas se llevaron a cabo en buffer Tris-HCI 50 mM
pH 7,4.

Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de desplazamiento respecto a
la PMB (control de 100% de desplazamiento). El desplazamiento de la BC se calculo
mediante la siguiente férmula:

, Fo—F
Desplazamiento =1 -
l:"0 - Fmax

siendo F la intensidad de fluorescencia emitida por la mezcla BC + LPS + el
agente desplazante; Fo la intensidad de la fluorescencia debida a la BC sola y Frmax la
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fluorescencia debida a la mezcla BC y LPS. Posteriormente, se calculo el valor con

respecto a la PMB tomando el desplazamiento producido por ésta como el 100 %.

b) Ensayo de inhibicion de la liberacién de TNF-a inducido por LPS en células

mononucleares humanas

Este ensayo se empled para evaluar la capacidad de los péptidos para unirse al LPS
de P. aeruginosa PAO1 e inhibir la induccion y posterior liberacion de TNF-a en

células mononucleares humanas (CMNh) in vitro.

Se extrajeron CMNh a partir de sangre periférica de pacientes voluntarios sanos y
se utilizé la técnica de centrifugacion en gradiente de Ficoll (Histo-Paque-1077, Sigma-
Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras recoger cuidadosamente el
halo blanquecino donde se encuentran las celulas mononucleares, se realizaron tres
lavados sucesivos (250 x g, 10 minutos. Rotor SX4750) en DPBS (Gibco, Invitrogen
S.A., Barcelona, Espafia) y un ultimo lavado en RPMI 1640 (Gibco) en las mismas
condiciones. Posteriormente, se resuspendieron las células en RPMI 1640 fresco y se
realiz6 un recuento celular en una camara de Neubauer, ajustandose la suspension a 5 x
10° células/mL con RPMI 1640. Las células se dispensaron a razén de 1 x 10° células

por pocillo en placas de poliestireno de 96 pocillos (TPP) con fondo en ‘U’.

Los tratamientos aplicados sobre las células fueron los siguientes: LPS a una
concentracion de 1 pg/mL, una mezcla de LPS péptido a dos relaciones LPS: péptido
diferentes (1:40 y 1:100) y los péptidos solos a 40 pg/mL y 100 pg/mL. Todas las
soluciones que iban a afiadirse sobre las células se estabilizaron mediante incubacion
previa a 37 °C durante 30 minutos. Se afiadieron 20 pL de cada uno de los tratamientos
por triplicado sobre las células y, como control negativo, se dejaron pocillos con células
sin tratamiento. Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C en una atmosfera de
CO; durante 4 horas. Tras la incubacion, se centrifugaron las placas (250 x g, 10
minutos. Rotor SX4750), se recogieron los sobrenadantes y se guardaron a -80 °C hasta

que se procedio a la cuantificacion de TNF-a.

La cuantificacion de TNF-a se realizé mediante un ELISA sandwich (Human Kit
TNFo/TNFSFI1A, Quantikine, R&D systems, Minneapolis, Estados Unidos) siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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18. Toxicidad celular y capacidad hemolitica de los péptidos

Para los ensayos de toxicidad celular se emplearon fibroblastos obtenidos de
dermis humana. Para ello, la linea celular fue mantenida en frascos de cultivo de 75 cm?
(Corning Flask, Estados Unidos) en medio DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential
Medium, Gibco) suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (Gibco) y una
mezcla de antibidticos (penicilina G 10,000 u/mL y estreptomicina a 10,000 ug/mL en
una solucién 100 veces concentrada (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO,.

Cuando los cultivos llegaron a la confluencia, se elimind el medio y las células
se lavaron con una solucién amortiguadora de fosfato salino sin cationes (DPBS, Gibco)
y se tripsinizaron con una solucion de tripsins/EDTA (Sigma-Aldrich) caliente. Los
recuentos de células se realizaron en una cdmara de Neubauer. Las incubaciones de los
péptidos se realizaron en medio DMEM sin suplementar y en los ensayos realizados en
microplaca los pocillos de los bordes se rellenaron con medio DMEM para mantener
una adecuada humedad relativa.

Ensayo colorimétrico del metiltiazoltetrazolio (MTT)

Se incubaron 200 pL de células por pocillo a una concentracién de 3-10°
células/mL, en placas de 96 pocillos (TPP) a 37 °C y con una atmosfera de 5% de CO..
Después de 24 horas de incubacién y tras comprobar la confluencia de las células (80-
90% aproximadamente), se realizaron diluciones dobles seriadas de los péptidos (desde
200 pg/mL hasta 1,56 pg/mL) en una placa diferente y se transfirié, en paralelo, el
contenido de cada pocillo a la placa con los fibroblastos y se continué la incubacion
durante 24 horas en las mismas condiciones. Finalmente, las células se incubaron con
200 pL de MTT [(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5.difeniltetrazolium bromide), Sigma] a
una concentracion de 0,5 mg/mL en medio DMEM durante 4 horas en las mismas
condiciones descritas anteriormente. Como medida de viabilidad celular se utilizo la
conversion del MTT a sal de tetrazolio. Para ello, se afiadieron 100 puL de DMSO a cada

pocillo y se midid la absorbancia a 540 nm.

Los datos fueron representados como supervivencia celular en relacién a la
concentracion de péptido empleada y se calcul6 la concentracion inhibitoria 50 (1Csp) de

cada péptido.
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Para cuantificar la capacidad hemolitica de los péptidos se obtuvo sangre de
voluntarios sanos y se centrifugd (250 x g, 10 minutos. Rotor SX4750). Posteriormente
se retir6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados sucesivos en solucion tamponada
de fosfato salino (PBS; Gibco) en las mismas condiciones de centrifugacion. Tras
obtener los eritrocitos, se realizd una dilucion decimal (1 mL de eritrocitos en 9 mL de

solucién tamponada de fosfato salino (PBS; Gibco).

En una placa de microtitulacion con fondo en ‘U’ (TPP) se realizaron diluciones
dobles seriadas de los péptidos a concentraciones que fueron desde 200 pg/mL hasta
1,56 pg/mL en una solucion tamponada de fosfato salino (Gibco) a los que se afiadieron
8 uL de la suspension final de eritrocitos previamente preparada. De esta manera, se
obtuvo una concentracion de eritrocitos por pocillo del 0,4 % (vol/vol). Como control
del 100 % hemolisis se emplearon dos pocillos a los que se le afiadié un detergente
(triton (Sigma-Aldrich)) al 10 %. Las placas se incubaron a 37 °C durante dos tiempos
diferentes (30 min y 24 horas). Tras la incubacion, las placas se centrifugaron (250 x g,
10 minutos. Rotor SX4750), se extrajo cuidadosamente el sobrenadante de cada uno de
los pocillos y se transfirié a una nueva placa con fondo plano (TPP). Finalmente, se

midid la absorbancia a 540 nm.

Los datos fueron representados como porcentaje de hemdlisis en relacion a la
concentracion de péptido empleada y se calculd la dosis hemolitica 50 (DHsp) de cada

péptido.

19. Disefio, prediccion y analisis de estructura actividad de nuevas secuencias de

péptidos optimizados

Para el disefio y modelizaciébn de nuevas secuencias peptidicas (P4) se
desarrollaron andlisis de estructura-actividad (Quantitative Structure Activity
Relationship (QSAR)) a partir de los datos de CMI y CIF de los péptidos de
generaciones previas de compuestos (Ply P2; (Sanchez-Gémez et al., 2008; Sanchez-
Gomez, 2008; Sanchez-Gomez et al., 2011)). Una vez obtenidas las secuencias de
péptidos de la generacion P4, se realizd el célculo de la CMI y CIF mediante los
métodos descritos en los apartados (4a y 5a). De nuevo, estos resultados pertenecientes
a la generacion P4, junto con los que se obtuvieron para las generaciones P1 y P2, se

integraron en un nuevo modelo de anélisis QSAR mas detallado que fue realizado por
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los Drs. Bostjan Japelj y Roman Jerala (National Institute of Chemistry, Ljubljana,
Eslovenia) y se usaron dos modelos de prediccién: Analisis de Componentes Principales
(ACP) y Regresion Lineal Mdltiple (RLM), que sirvieron para predecir numerosos
descriptores, asi como su signo y magnitud, con base en propiedades fisicoquimicas,
estructurales y espaciales de las secuencias. Estos descriptores se calcularon mediante el
software informéatico PEDES (Japelj, 2005). El algoritmo PEDES calcul6 tanto los
descriptores fisicoquimicos que dependen de la composicion (constitucionales), como
los que dependen directamente de la secuencia, estos Ultimos basados Unicamente en la
secuencia de aminoacidos de los péptidos. La salida PEDES consistio en un archivo que
contenia una lista de 32 descriptores para cada péptido y otro archivo que represento la
matriz necesaria para los andlisis de estructura —actividad. Las definiciones de los

descriptores constitucionales y dependientes de la secuencia se muestran en el anexo 2.

Para los péptidos con un mecanismo de accion similar, la actividad bioldgica de un
péptido i puede ser representada como una combinacion lineal de los descriptores

fisicoquimicos de la siguiente manera:
logﬁ = a P, (i)+a,P,(i) + -+ a,, B, (i) + C,

donde m es el numero total de pardmetros fisicoquimicos independientes, Pn(i) es
el n parametro del péptido (i), BA; es la medida biol6gica expresada como CMI o CIF y
a, es el coeficiente de la ecuacion lineal multiple correspondiente al P,(i) (Purcell,
1973). La actividad biologica calculada se integré en un sistema de modelizacion
usando un analisis PLS (Partial Least Square) usando el software CODESSA
(Katritzky, 1996). Previamente a este analisis, los descriptores de los péptidos se
centralizaron y normalizaron para asegurar que todos tenian la misma influencia sobre

el modelo.
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CAPITULO 1: OPTIMIZACION DE LA CAPACIDAD PERMEABILIZANTE Y
ANTIENDOTOXICA DE LOS PEPTIDOS P4 FRENTE A P. aeruginosa IN
VITRO

Desarrollo de un modelo cuantitativo de relacion estructura quimica-actividad

(QSAR) para el disefio de péptidos con actividad potenciadora de antibioticos

En el anexo 1A, 1B, 1C y 1D se muestran las secuencias de los 126 péptidos
sintéticos cuya caracterizacion permitié disefiar los compuestos empleados en el
presente proyecto. Estos 126 compuestos se disefiaron en colaboracion con otros
equipos de investigacion europeos y americanos durante el Proyecto Europeo ANEPID
(Antimicrobial endotoxin neutralizing peptides to combat infectious diseases; QLK2-
CT-2002-01001). Por ello, en el presente proyecto nos referiremos a estos compuestos
como “péptidos ANEPID”. La caracterizacion de estos compuestos ha sido descrita en
parte por Sanchez-Gomez y colaboradores (Sanchez-Gomez et al., 2008; Sanchez-
Gomez et al., 2011). Los péptidos ANEPID se prepararon en tres sucesivas etapas de
optimizaciéon, de manera que se obtuvieron péptidos denominados de “primera
generacion” (péptidos P1; n=71), de “segunda generacion” (péptidos P2; n=55), y de
“tercera generacion” (péptidos P3; n=58). El objetivo, que en buena parte se logro
(Sanchez-Gomez et al., 2008), se centrd en la mejora de la actividad antimicrobiana y
neutralizante de endotoxina de una generacion de péptidos a la siguiente. Todos estos
compuestos estan actualmente protegidos por la patente europea EP 2 078 529 Al. El
péptido que sirvio de base para disefiar la primera generacion (LF-11;
FQWQRNIRKVR-NH;) deriva del dominio de union al LPS de la lactoferricina

humana.

Como se menciond anteriormente, el objetivo del presente proyecto es estudiar
si, aplicando un método de disefio racional, es posible aumentar la actividad
permeabilizante de un péptido sobre la membrana externa de una bacteria gramnegativa.
Para ello y en colaboracion con los Drs. Roman Jerala y Bostjan Japelj del National
Institute of Chemistry, Ljubljana, Eslovenia, se desarroll6 un modelo cuantitativo de
relacién estructura quimica-actividad (QSAR). Este modelo se basé en los datos
experimentales de los péptidos P1 y P2 de ANEPID. Se excluyeron del estudio los
péptidos P3 porgque se comprobo que ninguno de estos compuestos (muchos de ellos
lipopéptidos) mejoraba la capacidad permeabilizante de los mejores péptidos P2. En el

analisis QSAR se incluyeron todos los datos de actividad biol6gica de los péptidos, tales
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como la actividad antimicrobiana (CMI, CMB), la capacidad permeabilizante (CIF,
cociente de CMI [CCMI]; ver més abajo) y la afinidad por el LPS. Ademas, se
incorporaron los datos sobre la estructura tridimensional de los péptidos que se
dedujeron a partir de los estudios de resonancia magnética nuclear realizados con el
péptido LF11 durante el proyecto ANEPID. Para facilitar el andlisis, se generaron un
grupo de 32 descriptores estructurales y fisicoquimicos, también Ilamados PEDES
(Peptide descriptors from sequence), los cuales describen las propiedades
fisicoquimicas de los peptidos en relacion a su actividad permeabilizante y
antimicrobiana (anexo 2), como se detallé anteriormente en la seccion Material y
Métodos.

Los descriptores de los péptidos contienen tanto informacion sobre su
composicion peptidica como datos relacionados con sus secuencias, tales como el
contenido de residuos basicos o numero de clusters con residuos hidrofobicos, entre
otros. Los descriptores se ordenaron en una matriz-x, donde cada péptido se situd en una
fila y cada descriptor en una columna. De la misma manera, con los valores de CMI
(factor 1) y las CIF (factor 2) se construy6 una matriz-y de 126x2 (126 péptidos y 2
variables en estudio). Este analisis reveld la correlacion entre algunos descriptores
fisicoquimicos y la actividad antimicrobiana y permeabilizante de los péptidos. En la
Figura 1.1 se muestra el andlisis de regresion lineal multiple donde se asociaron la CIF
minima calculada y la experimental de las generaciones P1 y P2 con un grupo de 5
descriptores (32, 31, 26, 22 y 37), presentando un coeficiente de determinacién de
R?=0,499 (coeficiente de correlacion R = 0,7). Tras computar los datos en forma de log
(1/CIF) se obtuvo un distribucién de valores mas homogénea, aunque el coeficiente de

correlacion disminuy6 ligeramente (R = 0,620; descriptores 32, 8, 22, 26 y 33).

Sobre la base de este anélisis, se disefié una nueva generacién de 20 compuestos,
denominados péptidos de cuarta generacién (péptidos P4), cuyas secuencias se muestran
en el anexo 1E. Para evaluar la precision del analisis QSAR, las nuevas secuencias de la
generacion P4 se integraron mediante un analisis de regresion de tipo Partial Least-
Squares (también conocida como partial least-squares projection to latent structures
[PLS]), que genero la prediccion de la actividad permeabilizante de los péptidos P4. En
la Figura 1.2 se resumen las etapas llevadas a cabo durante el proyecto ANEPID
(optimizacion s6lo de actividad antimicrobiana; P1, P2 y P3) y en el presente estudio

(optimizacion de la capacidad permeabilizante; péptidos P4 y P5).
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Figura 1.1- Analisis PLS-RLM de los valores CIF minima (A) y log 1/CIF i, (B) de los péptidos P1y P2
calculada y experimental en base a los 5 descriptores mas importantes obtenidos tras el estudio de ACP.
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Figura 1.2: Esquema del proceso de andlisis estructura-actividad (QSAR) realizado en el proyecto
ANEPID y en el presente estudio. A partir de la region activa de la lactoferricina humana (LF-11)
derivaron dos generaciones de péptidos (P1 y P2) de las que se calcularon su CIF experimental (CIFe) y
CIF predicha mediante un estudio racional (CIFp). A partir de estos datos se generaron mediante analisis
de componentes principales (ACP) y regresién lineal multiple (RLM) una serie de descriptores (PEDES)
que sirvieron de base para sintetizar la generacion P4. Este proceso se repitié tomando los valores CIF de
las generaciones P1, P2 y P4, que mediante un nuevo analisis QSAR, dieron lugar a la generacion P5. R:
estadistico de correlacién R de Pearson entre las CIF predicha y experimental determinada para cada
caso. El recuadro punteado representa la parte del proceso realizado durante el proyecto ANEPID.

Correlacion entre valores de actividad permeabilizante calculada y experimental

de los péptidos P4

Empleando el aislamiento clinico multiresistente P. aeruginosa 4158 Ps4 (P.
aeruginosa Ps4; Sanchez-Gomez et al., 2011), se estudio la capacidad de los péptidos
P4 para potenciar la actividad de la novobiocina, un antibidtico hidrofdbico incapaz de

atravesar una membrana externa intacta y, por tanto, de alcanzar su blanco de accion
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intracelular. Para cuantificar la existencia de sinergia, se calculd el cociente de CMIs de
la novobiocina en ausencia (CMI = 512 pug/ml) y en presencia de una concentracion
subinhibitoria de cada péptido, 50 ug/ml (CCMIsp; Tabla 1.1). Para corregir este
parametro en funcion de la CMI del péptido, se calculé también el indice de
concentracion inhibitoria fraccionada (CIF; Material y Métodos) para todas las
combinaciones péptido-novobiocina. La mayoria de autores considera una combinacién
como sinérgica cuando su indice CIF es < 0,5 o cuando su CCMI tiene un valor minimo
de 4 (Eliopoulos and Moellering, Jr., 2011). Como se observa en la Tabla 1.1, la
mayoria de péptidos (13 de 20, es decir el 65 %) formaron combinaciones sinérgicas
con la novobiocina. Ademés, los dos pardmetros empleados para medir sinergia
proporcionaron, en general, informacion comparable.

La Tabla 1.1 también permite comparar los valores de actividad permeabilizante
experimentales con los resultados predichos por el analisis QSAR y expresados como el
valor de CIF minima para cada péptido. Concretamente, en la columna de la derecha de
esa Tabla se indica la posicion relativa que el estudio QSAR asigna a cada péptido en un
ranking de actividad potenciadora que va de 1 (mayor actividad) a 4 (menor). Los
péptidos P4-1, P4-2, P4-3 y P4-16, que resultaron ser los mejores permeabilizantes,
formaron combinaciones con valores de CIF minima similares a las calculadas. Por otra
parte, la mayoria de los péptidos que no poseian actividad potenciadora de la
novobiocina habian sido correctamente asignados en los grupos 3y 4, salvo los péptidos
P4-8, P4-9 y P4-17. Precisamente, estos compuestos eran los que tenian CMIs mas
bajas, lo que puede explicar el pobre valor de CIF experimental obtenido. Aunque el
analisis QSAR proporcion6 compuestos con potente actividad permeabilizante, no se
mostré capaz de predecir adecuadamente dicha actividad. Este hecho qued6 de
manifiesto por la ausencia de correlacion estadistica entre los resultados de los dos
rankings, el experimental y el asignado por el analisis QSAR (Rho de Spearman=0,40;
p=0,081).

83



Tabla 1.1: Actividad potenciadora de novobiocina de los péptidos de la cuarta generacion frente a Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4: actividad

calculada vs. actividad predicha por el analisis QSAR basado en datos de los péptidos de la primera y segunda generaciones.

CMI de novobiocina a la concentracién de

Péptido Secuencia Pc(;:::\)fildlo péptido indicada (ng/mL) CIF? min CCMIP? ex;ilrli:mrz:wnta ¢ pf;;;:s
0 6,25 125 25 50
P4-1 P FWRRF WR R R -NH, 128 1024 32 16 8 2 0,08 512 1 1
P4-2 RRRWFRR WF | -NH, 16 1024 4 nc® nc nc 0,39 256 (6,25) 1 1
P4-3 P FWRRRFI WRR R -NH, 256 1024 1024 64 32 4 0,11 256 1 1
P4-4 P FI WR R R R -NH, 1024 1024 1024 1024 1024 256 0,27 4 2 3
P4-5 RRRI WR R WF | -NH, 32 512 16 4 1 nc 0,23 512 (25) 2 2
P4-6 P FWRI I R R R -NH, 1024 1024 1024 128 32 16 0,06 64 4 3
P4-7 P FWI I R R R R -NH, 128 1024 1024 128 32 8 0,22 128 2 3
P4-8 PFWRI RI RRWI R R -NH, 8 1024 1024 nc nc nc >0,5 1(6,25) 4 2
P4-9 PFWRI RI RR WWR R -NH, 8 1024 1024 1024 nc nc >0,5 1(6,25) 3 1
P4-10 FWRRI I F WR R -NH, 128 1024 1024 2 1 1 0,10 1024 3 2
P4-11 F WRWRWR WF -NH, 64 1024 1024 1024 1024 nc >0,5 1(25) 4 3
P4-12 RRF WNF WR R -NH, 256 512 64 16 8 8 0,08 64 2 2
P4-13 R WR WR -NH, 1024 512 512 512 512 256 0,30 2 3 4
P4-14 WWR WR W R -NH, >512 1024 1024 1024 64 16 0,13 64 2 4
P4-15 WR WWR W -NH, 128 1024 1024 1024 16 4 0,13 256 1 4
P4-16 FWQRRI RRVRIRI R R -NH 512 1024 1024 128 64 16 0,11 64 1 1
P4-17 FWI RI WR I WR -NH, 32 1024 1024 1024 nc nc >0,5 1(125) 4 2
P4-18 FWI RI WR I WR R -NH, 32 1024 1024 1024 1024 nc >0,5 1(25) 4 3
P4-19 FWI WWI R 1 R R -NH, >512 1024 1024 1024 1024 1024 >0,5 1 3 4
P4-20 WWI RI W W -NH, >512 1024 1024 1024 1024 1024 >0,5 1 3 4

! Concentracién minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucién en caldo Miieller-Hinton con cationes no ajustados.

2 Indice minimo de concentracién inhibitoria fraccionada determinado mediante ensayo checkerboard como en 1.

® Cociente de CMI (determinado mediante ensayo checkerboard igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pg/mL de péptido. Las CCMiIs calculadas a otra concentracion
diferente, ésta se indica entre paréntesis.

* Clasificacion de los péptidos en cuanto a su CIF minima predicha en 4 grupos. Grupo 1: el 25 % de las CIF més bajas. Grupo 2: del 25 % al 50 % de las CIF mas bajas.
Grupo 3: el 25 % al 50 % de las CIF més altas. Grupo 4: el 25 % de las CIF més altas.

® Clasificacion de los péptidos en cuanto a su CIF minima experimental en 4 grupos. Grupo 1: el 25 % de las CIF mas bajas. Grupo 2: del 25 % al 50 % de las CIF més bajas.
Grupo 3: el 25 % al 50 % de las CIF mas altas. Grupo 4: el 25 % de las CIF mas altas.

® no crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido sélo por el péptido a la concentracion indicada.
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Evaluacion de la actividad sinérgica de los péptidos P4 y la novobiocina frente a

Pseudomonas aeruginosa Ps4 mediante ensayo checkerboard

Como Sanchez-Gdémez y colaboradores han descrito, la capacidad discriminativa de
los métodos de cribado de péptidos permeabilizantes aumenta cuando los ensayos se
realizan en medio con una baja concentracion de cationes divalentes (Sdnchez-Gomez et
al.,, 2008). En estas condiciones, es bien conocido que se refuerza la interaccion
electrostatica entre los péptidos y las secciones electronegativas del LPS, a las que éstos se
unen. Por esta razon y por coherencia con la metodologia empleada en los ensayos QSAR
previos (Sanchez-Gomez et al., 2011), los estudios mostrados en la Tabla 1.1 se realizaron

empleando un medio de cultivo con cationes divalentes no ajustados (MHNA).

Para investigar el efecto de la concentracion de cationes en la actividad
permeabilizante de los péptidos P4, se repitieron los ensayos de potenciacién de la
novobiocina en medio de cultivo MH con cationes ajustados (MHA; 0,4-0,5 mM Mg*" y
0,5-0,6 mM Ca?") y los resultados se compararon con los obtenidos en medio MHNA
(0,131-0,214 mM Mg?* y 0,07-0,14 mM Ca*"). Ademas, se aprovecharon estos ensayos
para comparar si la actividad permeabilizante de los compuestos P4 superaba o no a la de
los péptidos P2. Esta comparacion permitia deducir si el analisis QSAR habia
proporcionado compuestos con actividad permeabilizante mejorada. Para estos ensayos se
empled como péptido modelo el nonapéptido de polimixina B (PMBN), un péptido de
nueve aminoacidos producto de la hidrdlisis enziméatica de la PMB y que retiene la
capacidad permeabilizante de la molécula a costa de perder buena parte de su actividad

bactericida.

Como se muestra en la Tabla 1.2, el indice CIF de PMBN en combinacion con la
novobiocina, siempre fue notablemente mejor (mas bajo) que el de los péptidos en estudio,
ya que el PMBN fue capaz de formar combinaciones sinérgicas incluso a las minimas
concentraciones evaluadas (0,78 pg/mL; resultado no mostrado), tanto en MHA como
MHNA. Sin embargo, las CIF de algunos peptidos en medio MHNA igualaron, incluso
mejoraron la CIF del PMBN a concentraciones superiores a la empleada para el calculo de
la CIF minima de PMBN. Ademas, varios péptidos presentaron CCMIs mejores (mas altas)
que el PMBN en el rango de concentraciones y medios estudiados. Asi, por ejemplo el

péptido P4-5 (CMI=32 pg/mL), que fue capaz de disminuir la CMI de la novobiocina en
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medio MHNA de 512 pg/mL a 1 y 4 pg/mL (512 y 128 veces) a una concentracion de
péptido de 25y 12,5 pug/mL, respectivamente (Tabla 1.2).

En general, como se esperaba todos los péptidos mostraron mayor capacidad
bactericida y permeabilizante en MHNA que en MHA. En el caso de MHNA, los péptidos
P2 mostraron CCMIs mayores que las de P4, pero la capacidad potenciadora global de los
péptidos P4 fue notablemente superior, como indican los valores de CIF minima. De
hecho, los valores CIF de la mayoria de péptidos P4 no variaron practicamente al ser
medidos en MHA respecto a MHNA. Ademaés, los péptidos P4 mostraron actividad
permeabilizante a menor concentracion que los péptidos P2. Por ejemplo, se identificaron
dos péptidos (P4-5 y P4-12) capaces de permeabilizar la envoltura de P. aeruginosa en
medio MHNA incluso a una concentracion de 6,25 pg/mL, disminuyendo la CMI de la
novobiocina 32 y 4 veces, respectivamente, mientras que en ningun péptido P2 se detect6

actividad permeabilizante a esa concentracion.

En condiciones de medio ajustado, mas restrictivas que en el caso anterior, P.
aeruginosa mostré una mayor resistencia a la combinacién péptido-novobiocina. En estas
condiciones, los péptidos P2 apenas mostraron actividad permeabilizante, mientras que los
péptidos P4 demostraron ser activos incluso a bajas concentraciones. Los mejores
permeabilizantes P4 fueron los péptidos P4-1, P4-2, y en menor medida P4-5. Los dos
primeros fueron capaces de disminuir hasta 8 y 64 veces, respectivamente, la CMI de la
novobiocina cuando se ensayaron a concentraciones de 12,5 pg/mL, en cambio, los

péptidos P2 s6lo mostraron cierta actividad a la méaxima concentracién probada (50
pg/mL).
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Tabla 1.2: Actividad antimicrobiana y potenciadora de la accion de la novobiocina de los mejores péptidos de la generacion P2 y P4 frente a
Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4 en medio con cationes ajustados (MHA; valor a la izquierda) y con cationes no ajustados (MHNA; valor a
la derecha).

Péptidos CMI* Péptido CMI de la novobiocina a la concentracion de péptido indicada (pg/mL) CIF? min ceMP?
(ng/mL) 0 6.25 125 25 50
PMBN 2048/32 512/512 1/16 1/16 4/8 8/nct 0,008/0,028 64/64 (25)
P2-15 1024/64 512/1024 512/256 256/16 128/2 32/nc 0,111/0,216 16/512 (25)
P2-25 512/64 512/1024 512/512 512/32 512/4 32/0,5 0,16/0,781 16/2048
pP2-27 1024/64 512/1024 512/128 512/8 512/nc 512/nc >0,5/0,208 1/128 (12,5)
P2-29 512/32 512/1024 512/512 512/256 512/1 2/nc 0,101/>0,5 256/512 (25)
P2-30 128/32 512/1024 512/512 512/256 512/2 1/0,25 0,392/>0,5 512/4096
P2-33 1024/64 512/1024 512/128 512/32 512/8 256/1 >0,5/0,225 2/1024
P4-1 512/128 512/1024 128/32 64/16 16/8 16/8 0,08/0,08 32/512
P4-2 128/16 1024/1024 512/4 16/nc 8/nc 8/nc 0,11/0,39 128/256 (6,25)
P4-3 1024/256 1024/1024 1024/1024 1024/64 1024/32 64/4 0,11/0,11 16/256
P4-5 256/32 512/512 512/16 512/4 16/1 2/nc 0,13/0,23 256/512 (25)
P4-6 2048/1024 1024/1024 1024/1024 1024/128 1024/32 64/16 1,00/0,06 1/64
P4-7 512/128 512/1024 512/1024 512/128 512/32 32/8 0,16/0,22 16/128
P4-10 128/128 512/1024 512/1024 512/2 512/1 2/1 0,39/0,10 256/1024
P4-12 1024/256 1024/512 512/64 128/16 64/8 32/8 0,22/0,08 32/64
P4-14 512/512 1024/1024 1024/1024 1024/32 1024/16 32/8 0,13/0,13 32/128
P4-15 512/128 1024/1024 1024/1024 1024/16 1024/4 8/2 0,11/0,13 128/512
P4-16 1024/512 1024/1024 1024/1024 1024/128 1024/64 64/16 0,11/0,11 16/64

! Concentracion minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucién en caldo Miieller-Hinton con cationes ajustados/ no ajustados.

2 Indice minimo de concentracion inhibitoria fraccionada (determinado mediante ensayo checkerboard como en 1).

® Cociente de CMI de la novobiocina (determinado mediante ensayo checkerboard igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pg/mL de péptido. Los cocientes de CMI que
se calcularon a otra concentracion de péptido diferente, ésta se indica entre paréntesis.

* no crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido s6lo por el péptido a la concentracion indicada.
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Evaluacion de la actividad sinérgica y bactericida de los péptidos P4 y la
novobiocina frente a Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4 mediante curvas de
letalidad

Para investigar la fiabilidad de los resultados de sinergia obtenidos por el
método checkerboard, se repitieron estos estudios empleando un método alternativo, las
curvas de letalidad (killing curves). Este método es considerado por muchos autores
como el de referencia para evaluar la actividad sinérgica de agentes antimicrobianos
(Eliopoulos and Moellering, Jr., 2011). Ademas y a diferencia de los ensayos de tipo
checkerboard, los experimentos de curvas de letalidad permiten obtener informacion
sobre la capacidad bactericida de las combinaciones de antimicrobianos y sobre la
cinética de muerte bacteriana. Para poder comparar los resultados de ambas
metodologias, se realizaron los ensayos de curvas de letalidad empleando péptidos de
muy variada actividad sinérgica, de acuerdo con los resultados proporcionados por los
ensayos checkerboard realizados en medio con cationes divalentes MHA. Como
representantes de los mejores permeabilizantes se escogieron los péptidos P4-1, P4-2 y
P4-5, mientras que como compuesto de actividad intermedia se empleé P4-14, y como
péptido carente de actividad sinérgica a las concentraciones ensayadas se seleccion6 P4-
19.

En los ensayos de curvas de letalidad se evaluaron dos concentraciones
subinhibitorias del péptido, CMI/10 y CMI/20, y se combinaron con una concentracion
1/10 de la CMI de la novobiocina frente a la cepa P. aeruginosa 4158 Ps4. Siguiendo lo
descrito por algunos autores (Eliopoulos and Moellering, Jr., 2011; Glew and Pavuk,
1984), los resultados se interpretaron de la siguiente manera: se definié como sinérgica
una combinacién que, tras 24 horas de incubacion, provocaba una reduccion de la
poblacion bacteriana de 100 veces 0 mas respecto a la reduccion causada por el
compuesto mas activo en solitario; si dicha reduccion ocurria en las primeras 6 horas de
incubacion la sinergia se consideraba como temprana; si la combinacién no alcanzaba el

nivel de actividad para considerarla sinérgica se clasificaba como indiferente.

Como se observa en la Figura 1.3, los tres péptidos que habian demostrado
mayor capacidad permeabilizante en los ensayos checkerboard formaron combinaciones
bactericidas de potencia similar cuando se combinaron con la novobiocina a la maxima
concentracion. Aunque en los tres casos se detectd sinergia temprana, sélo el péptido
P4-1 fue capaz de formar combinaciones sinergicas tras 24 horas de tratamiento.
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Ademas, dicha capacidad se observd a las dos concentraciones ensayadas, causando en
ambos casos una reduccion de la poblacién bacteriana de méas de 4 logaritmos. Por otra
parte, el péptido P4-5 demostr6 ser mas potente que el P4-2, pues el primero fue capaz
de formar combinaciones sinérgicas tempranas a ambas concentraciones ensayadas,
mientras que el segundo actud sinérgicamente sélo a la mayor concentracion ensayada
(1/10 de su CMI). Ademés, P4-5 fue el compuesto con accién bactericida mas rapida
mostrandose capaz de reducir en mas de 10.000 veces la poblacion bacteriana inicial
durante las tres primeras horas a las dos concentraciones evaluadas (Figura A3). Estos
resultados demuestran que los tres compuestos permeabilizan la envoltura de P.

aeruginosa de manera rapida, intensa y en algunos casos muy persistente.

Por el contrario, el péptido P4-14, en combinacion con la novobiocina, solo
produjo un leve descenso de la poblacion bacteriana a la concentracion mas alta
evaluada tras 8 horas de incubacion. Ademas, su accion fue notablemente mas lenta que
en los tres casos anteriores, lo que pone de manifiesto la inferior capacidad
permeabilizante del compuesto P4-14. Por ultimo, el péptido P4-19 mostré una nula
actividad sinérgica en combinacion con la novobiocina (Figuras B y C). Estos
resultados indican que las dos metodologias empleadas en el presente trabajo para la

determinacion de la capacidad sinérgica proporcionan informacion comparable.
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Figura 1.3: Curvas de letalidad. Determinacion de la cinética de potenciacion de la novobiocina en
Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4 por parte de péptidos de la 42 generacion. Las Figuras representadas en A, B
y C muestran los resultados obtenidos empleando compuestos clasificados por la técnica del tablero como de
alta, media, y baja actividad sinérgica, respectivamente. En el tiempo O se afiadieron a los cultivos las
combinaciones péptido-novobiocina y se realizaron recuentos de viables a intervalos de tiempo de 0, 3, 6, 8 y 24
horas desde el comienzo de la incubacién. En paralelo a estos ensayos, se realiz6 el seguimiento del crecimiento
de cultivos sin tratar o tratados s6lo con los péptidos o solo con la novobiocina: e: control de crecimiento; o:
novobiocina sola a 1/10 su CMI; ¥ : péptido solo a 1/10 su CMI; A: péptido solo a 1/20 su CMI; m: combinacion

de novobiocina a 1/10 su CMI y péptido a 1/10 su CMI; 0: combinacion de novobiocina a 1/10 su CMI y péptido
a 1/20 su CMI.

Analisis complementarios y estudios de correlacion de parametros con interés en

terapia antimicrobiana y antiendotoxica

La disponibilidad de los péptidos P4 hacia posible llevar a cabo una
caracterizacion detallada de otras actividades biologicas distintas a la actividad
permeabilizante y asi estudiar si existe alguna asociacién entre pardmetros con interés
terapéutico. Para ello, se procedié a analizar propiedades tales como: i) actividad
antimicrobiana frente a cepas gramnegativas y grampositivas; ii) capacidad

antiendotdxica; iii) toxicidad celular y capacidad hemolitica.
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Actividad antimicrobiana

Para estudiar la susceptibilidad de los aislamientos clinicos y las cepas de
laboratorio a los péptidos P4, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
la concentracion minima bactericida (CMB) empleando la técnica de microdilucién en
caldo MHA (segln normas de la CLSI).

Como se puede apreciar en la Tabla 1.3, con frecuencia la CMI de los péptidos
P4 era marcadamente inferior a su CMB, lo que indica que estos compuestos tienen un
mecanismo de accion bacteriostatico a baja concentracion. Este hecho distingue a los
péptidos P4 de sus precursores de primera y segunda generacion, que habian sido
disefiados no como agentes permeabilizantes, sino como bactericidas. Por otra parte, las
cepas bacterianas mostraron marcadas diferencias de sensibilidad a los péptidos P4. Asi,
la cepa clinica multiresistente P. aeruginosa 4158 Ps4 mostré una buena sensibilidad a
la PMB pero un nivel de resistencia muy alto a los péptidos P4, excepto a algunos
compuestos como P4-8 y P4-9. Este efecto es debido, probablemente, a los mecanismos
de resistencia intrinsecos y adquiridos que esta bacteria posee (Sanchez-Gémez, 2008).
Por otra parte, B. bronchiseptica 11844-99 fue la especie mas sensible a los péptidos y
E. coli ATCC 25922 mostré un nivel de sensibilidad intermedio. Aunque los péptidos
P4 se disefiaron especificamente para permeabilizar la envoltura celular de bacterias
gramnegativas, algunos compuestos mostraron una buena actividad antimicrobiana
frente a S. aureus ATCC 25923. Por ejemplo, la CMI del compuesto P4-18 sobre esta
bacteria fue de s6lo 2 ug/mL. En general, una buena actividad frente a gramnegativos se
asocidé también a una elevada capacidad inhibitoria sobre S. aureus (por ejemplo, los
resultados obtenidos con los compuestos P4-8, P4-9 y P4-17). Este hecho distinguid
claramente a los péptidos P4 de la PMB, que se mostré muy poco activa sobre S.
aureus. Por ultimo, también se identificaron péptidos con baja actividad sobre

gramnegativos y con buena CMI frente a S. aureus, como el compuesto P4-20.
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Tabla 1.3: Actividad antimicrobiana de los péptidos P4 frente a varias cepas bacterianas

CMI (CMB)" pg/mL

i Bordetella Pseudomonas _ . Staphylococcus

Péptido L . Escherichia coli

bronchiseptica aeruginosa ATCC 25922 aureus

CUN 11844-99 CUN 4158-02 ATCC 25923
PMB 2(8) 1(1) 0,5 (0,5) 32 (32)
P4-1 4 (8) 512 (512) 64 (512) 16 (128)
P4-2 4 (8) 128 (>512) 32 (32) 16 (16)
P4-3 16 (32) >512 (>512) 16 (16) 16 (512)
P4-4 512 (>512) >512 (>512) 512 (>512) 512 (>512)
P4-5 8 (8) 256 (>512) 32 (32) 32 (32)
P4-6 16 (>512) >512 (>512) 128 (128) 128 (>512)
P4-7 32 (64) 512 (>512) 64 (64) 64 (64)
P4-8 4 (4) 16 (128) 8 (16) 8 (32)
P4-9 4 (128) 16 (128) 8 (16) 4 (8)
P4-10 8 (128) 512 (>512) 16 (128) 16 (64)
P4-11 8 (128) 128 (512) 16 (128) 8 (64)
P4-12 16 (256) 512 (>512) 64 (64) 64 (64)
P4-13 128 (>512) >512 (>512) >512 (>512) 512 (>512)
P4-14 16 (128) 512 (>512) 32 (64) 16 (16)
P4-15 8 (32) 512 (>512) 64 (64) 16 (32)
P4-16 16 (256) >512 (>512) 32 (128) 32 (128)
P4-17 8 (512) 256 (>512) 16 (64) 4 (8)
P4-18 4 (256) 64 (>512) 16 (32) 2 (32)
P4-19 32 (>512) >512 (>512) 512 (>512) 4 256)
P4-20 128 (128) >512 (>512) 512 (>512) 4 (256)

! Concentracién minima inhibitoria (o bactericida, entre paréntesis) determinada mediante la técnica

convencional de microdilucion en caldo MHA, segun el protocolo de la CLSI.

Afinidad de los péptidos por el LPS in vitro

La afinidad de los péptidos por el lipopolisacarido liso (estructura completa:
cadena O, nucleo y lipido A; LPS-S) se cuantificO mediante un ensayo que emplea un
complejo fluorescente formado por el fluorocromo Bodipy y la amina cadaverina.
Concretamente, el ensayo cuantifica la capacidad de los péptidos para desplazar al
complejo Bodipy-cadaverina (BC) de la region del LPS donde éste se une. El ensayo se
basa en que la fluorescencia de la BC ligada al LPS es mucho menor que en solucién,
por lo que si un péptido se une al LPS, la BC es desplazada y su fluorescencia aumenta
de manera proporcional al desplazamiento. En estudios previos, se confirmé que los

péptidos carecian de fluorescencia.
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Por otra parte, se evaluo la capacidad de los péptidos para inhibir la liberacion de
TNFa inducido por el LPS en células mononucleares. Estos estudios se basan en la
capacidad que las células mononucleares humanas (CMNh) poseen para reconocer
mediante receptores especificos el LPS, y desencadenar una produccion de citoquinas
proinflamatorias, como TNFa y varias interleuquinas. Por tanto, la capacidad de los
péptidos para unirse y neutralizar la endotoxicidad del LPS se manifestard en un
descenso en los niveles de TNFa cuando el LPS se incuba previamente con el péptido.
Como control de maximo desplazamiento de BC y de maxima inhibicion de la
liberacion de TNFa se utilizo la polimixina B (PMB), uno de los policationes con

mayor afinidad por el LPS que se conocen.

En la Tabla 1.4 se muestran los resultados de estos estudios expresados como
porcentaje de desplazamiento de BC y porcentaje de inhibicién de la liberacion de
TNFa por parte de los péptidos respecto a la de PMB (100 %). Ninguno de los péptidos
estudiados fue capaz de superar al lipopéptido PMB en capacidad de desplazamiento de
la BC. Sin embargo, 6 de los 20 péptidos evaluados mostraron porcentajes de
desplazamiento cercanos o ligeramente superiores al 50 %, que fue el porcentaje
obtenido para el derivado no acilado de PMB (PMBN). Se identificd un péptido, el P4-
6, que alcanzd niveles de desplazamiento cercanos a la PMB (80 %). En relacion con la
inhibicion de la produccion de TNFo, 10 de los 20 compuestos estudiados fueron
capaces de inhibir la produccion de TNFa por encima del 60 % cuando se incubaron
con el LPS a la concentracion de péptido mas baja de las ensayadas. En estas
condiciones, se identificaron 6 péptidos (P4-1, P4-2, P4-5, P4-8, P4-9 y P4-11) con una
capacidad inhibitoria por encima del 72 % de la de la PMB. Cuando se aumento la
cantidad de péptido en el ensayo, este valor igualé o super6 el 89 % de inhibicidn para
los compuestos P4-1, P4-8, P4-9, P4-11y P4-109.

Por otra parte, se observé que algunos péptidos (compuestos P4-4, P4-16 y P4-
20) cuando se combinaban con el LPS eran capaces de producir un aumento de la
liberacion de TNFa con respecto a los niveles alcanzados por el LPS solo. Este hecho
sugeria que el péptido podia tener actividad inductora de TNFa por si mismo. Sin
embargo, en estudios posteriores se demostré que ninguno de estos compuestos por si
solo era capaz de inducir la liberacion de niveles apreciables de TNFa (datos no

mostrados).
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Por dltimo, ningln péptido evaluado fue capaz de combinar niveles altos de
desplazamiento de BC con una significativa inhibicion de la liberacion de TNFa.
Unicamente los péptidos P4-1 y P4-8 fueron capaces de desplazar la BC en torno a un
50 % y a su vez inhibir la produccién de TNFa entre un 80 y un 90 %. Por todo ello, se
puede deducir que las dos metodologias empleadas para cuantificar la afinidad de los

péptidos por el LPS proporcionan informacion diferente.
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Tabla 1.4: Cuantificacién de la afinidad de los péptidos por el LPS de Pseudomonas
aeruginosa PAOL1 mediante un método directo (desplazamiento del complejo Bodipy-
cadaverina) y otro indirecto (inhibicion de la liberacion de TNFa inducida por el LPS de
PAOL1 en células mononucleares humanas).

% Desplazamiento + DT % Inhibicion liberacion TNFa a la razon

Péptido LPS! PAOL LPS?:péptido indicada

1:40 1:100
PMB? 100 100 100
PMBN 50+1 nd* nd
LF-11 19+2 nd nd
P4-1 54+15 78+6%* 92,8+3**
P4-2 25+5 84,2+5%* 80,7+9*
P4-3 47420 -1045 87,3+8*
P4-4 45+6 -48+6 -42+13
P4-5 23+1 7642%% 83,5+4*
P4-6 80+10 8,9+2 23145
P4-7 34+11 62,4+10 78,51+4
P4-8 54+9 81,6+1** 90,5+8**
P4-9 20+1 72,5+3* 09,8+8***
P4-10 3242 68,1+7* 69+7
P4-11 11+4 80,3+4** 89,5+6**
P4-12 53+2 43945 64,319
P4-13 26+11 -3,6+12 15,748
P4-14 27+2 3,88+3 4,39+5
P4-15 1043 15,1+7 23,6+3
P4-16 42+5 -27,3+13 -32,1+15
P4-17 23+3 55,3+6 77,3+10
P4-18 23+4 61,4+4 76,946
P4-19 4+1 64,6+2 89,9+9**
P4-20 11+1 -24,1+11 -54,1+8

!La concentracion de LPS de Pseudomonas aeruginosa PAO1 utilizado en este estudio fue de 1,25 pg/mL
y la de los péptidos 12,5 pg/mL.

“La concentracion de LPS de Pseudomonas aeruginosa PAO1 utilizado en este estudio fue de 1 pg/mL.
%Se tomaron los valores de desplazamiento y de inhibicion de la liberacion de TNFo de la PMB como el
100%, y se calcularon el resto de porcentajes en funcién de éste.

*no determinado.

Las diferencias estadisticas se analizaron respecto del grupo control (sin péptido) con el test ANOVA-
Scheffé, * (p<0,05): diferencias significativas ** (p<0,01): diferencias muy significativas *** (p<0,001):
diferencias altamente significativas.

Toxicidad celular y actividad hemolitica de los péptidos

La citotoxicidad de los péptidos se determind sobre la linea celular de
fibroblastos humanos, empleando el metodo del metiltetrazolio (MTT). Este compuesto

cambia de color dependiendo de su estado de oxido-reduccion e informa sobre el nivel
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de la respiracion oxidativa mitocondrial, permitiendo asi evaluar la supervivencia
celular tras un determinado tratamiento. Para la cuantificacion de la supervivencia
celular, se calculé la concentraciéon méaxima inhibitoria 50 (Clsg) y la concentracion
maxima inhibitoria 80 (Clgp), es decir, las concentraciones a las cuales se inhibe el
crecimiento del 50 % y el 80 % de las células, respectivamente. Los resultados se
evaluaron a las 24 h y como controles positivos de actividad citotoxica se emplearon
dimetilsulfoxido (DMSQ) y melitina, un péptido obtenido del veneno de la abeja con
conocida accion hemolitica y citotoxica. Los ensayos de citotoxicidad se realizaron con
los mejores permeabilizantes de entre los péptidos P4. En experimentos independientes,
se estudio la actividad hemolitica de todos los péptidos P4 empleando eritrocitos
humanos expuestos a los péptidos durante 30 minutos o 24 horas. Los resultados se
expresaron como dosis hemolitica 50 (DHs) y dosis hemolitica 80 (DHgp), es decir, las
concentraciones a las cuales se lisan el 50 % y el 80 % de los eritrocitos,
respectivamente. Como control de 100 % de lisis se utilizé Tritdn, un potente detergente
que produce la lisis total de los eritrocitos.

En la Tabla 1.5 se muestran los resultados de la toxicidad celular y la actividad
hemolitica de los péptidos. Ninguno de los péptidos ensayados mostro una Clsg menor
de 160 pg/mL tras 24 horas de incubacién, lo que sugiere que los péptidos a las
concentraciones a las que potencian la accion de antibidticos en bacterias tienen un
efecto nulo o muy poco significativo sobre la respiracién celular. Sin embargo, el
péptido P4-18 mostr6 una DHso menor de 50 pg/mL tras una incubacion de 30 min y los
compuestos P4-11 y P4-18 alcanzaron también ese nivel de hemolisis tras una
incubacion de 24 h. Ademas, para P4-18 apenas variaron las DHso y DHgo cuando se
trataron 30 min o 24 horas, lo que sugiere que este péptido produce una lisis rapida de
los eritrocitos humanos. Sin embargo, las DHsp y DHgg del P4-11 y P4-17 fueron mucho
menores (Mas toxicos) tras 24 horas de incubacién, un dato indicativo de que la

toxicidad producida por estos péptidos es mas progresiva.

96



Capitulo 1: Actividad permeabilizante y antiendotdxica de los péptidos P4

Tabla 1.5: Actividad hemolitica y citotoxicidad de los péptidos P4 determinadas sobre

eritrocitos humanos y fibroblastos dérmicos humanos, respectivamente.

Eritrocitos humanos Fibroblastos humanos
Péptido 30 min 24h 24h
DHs ! DHg,? DHso DHg Clgy’® Clg'
DMSO® nd® nd nd nd 45 7
Melitina’ 492 787 5,24 11,87 548 11,09
PMB >200 >200 >200 >200 200 >200
P4-1 >200 >200 >200 >200 >200 >200
P4-2 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-3 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-4 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-5 >200 >200 >200 >200 >200 >200
P4-6 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-7 >200 >200 >200 >200 >200 >200
P4-8 >200 >200 >200 >200 >200 >200
P4-9 >200 >200 1273 >200 164 >200
P4-10 >200 >200 1821 >200 >200 >200
P4-11 154,96 176,50 37,0 67,6 nd nd
P4-12 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-13 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-14 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-15 202,57 274 198,3 >200 >200 >200
P4-16 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-17 80,21 131,31 39,2 758 nd nd
P4-18 34,38 47,37 29,7 430 nd nd
P4-19 >200 >200 >200 >200 nd nd
P4-20 >200 >200 >200 >200 nd nd

! Dosis hemolitica (ug/mL) maxima a la cual se lisan el 50 % de los eritrocitos (se consider6 el 100 % de
hemdlisis la ocasionada tras la adicion de detergente Triton X-100).

2 Dosis hemolitica (ug/mL) maxima a la cual se lisan el 80 % de los eritrocitos.

® Concentracién inhibitoria méxima (pg/mL) a la cual se inhibe el metabolismo celular del 50 % de las
células.

* Concentracion inhibitoria maxima (ug/mL) a la cual se inhibe el metabolismo celular del 80 % de las
células.

® Se emple6 DMSO (dimetilsulféxido) como el agente quimico control de méxima toxicidad celular.

®no determinado

” Se emple6 Melitina como péptido control de méxima toxicidad celular y actividad hemolitica.
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Estudios de correlacion de parametros con interés en terapia antimicrobiana y

antiendotdxica y analisis de relacion estructura- actividad de los péptidos P4

Para determinar la posible asociacion entre las diferentes actividades de los
péptidos, se seleccionaron las variables independientes cuantitativas que se analizaron
en este capitulo. Los pardmetros seleccionados fueron los siguientes: la CMI de los
péptidos frente a P. aeruginosa 4158 Ps4, CIF de la combinacion péptido-novobiocina,
porcentaje de desplazamiento de Bodipy-cadaverina (BC), inhibicion de la liberacion de
TNFa en células mononucleares humanas a dos relaciones LPS- péptido distintas (1:40
y 1:100), toxicidad en fibroblastos humanos y la capacidad hemolitica. Los resultados
de los test de correlacion de Spearman y su significacion estadistica asociada se

muestran en la Tabla 1.6.

Por otra parte, se estudio la relacion estructura—actividad correlacionando
algunos de los descriptores PEDES utilizados en la optimizacién de secuencias
peptidicas con los resultados de los parametros estudiados en este capitulo. De esta
manera, se intentd identificar una posible asociacion estadistica entre las propiedades
fisicoquimicas y estructurales de los péptidos y su actividad bioldgica experimental
(Tabla 1.7). Para ello, se realizaron test estadisticos de correlacién Rho de Spearman y

se fijo una significacion bilateral del 5 %.

La CMI frente a Ps4 mostré una asociacion estadistica negativa (p = 0,001) con
la inhibicion de la liberacion de TNFa a las dos ratios estudiadas. Es decir, los mejores
antimicrobianos coincidieron con los péptidos que tenian mayor capacidad de unirse y
neutralizar el LPS. Ademas, se observd una correlacion negativa entre la CIF minima y
el porcentaje de desplazamiento de la BC, que mide la afinidad de los péptidos por el
LPS. Esto significa que, cuanto mayor es la afinidad de los péptidos por el LPS, mayor
es su capacidad de permeabilizar la envoltura de Ps4.

Muchos de los peptidos estudiados en este trabajo no mostraron buena actividad
antimicrobiana frente a P. aeruginosa 4158 Ps4, salvo los péptidos P4-5, P4-8, P4-9,
P4-17 y P4-18 (CMI< 32 pg/mL). Asi, como se muestra en la Tabla 1.7, se identific
una correlacion estadisticamente significativa entre la longitud de la secuencia o el
numero de residuos hidrofobicos y la actividad antimicrobiana. Ademas, ambos
descriptores también mostraron correlacién positiva con la capacidad de inhibicion de

TNFa. No obstante, no s6lo la longitud determina la actividad pues el péptido mas largo
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de todos (P4-16, con 14 aminoacidos) no fue capaz ni de sensibilizar a la cepa P.
aeruginosa 4158 Ps4, ni de disminuir los niveles de TNFa en el estudio de induccion de

esta citoquina.

Por otra parte, los resultados demuestran que el namero de triptéfanos presentes
en la secuencia esta asociado a una menor capacidad permeabilizante, y una pérdida de
la afinidad por LPS. Por altimo, no se encontraron diferencias significativas en el test de
correlacion de Spearman que compar6d la hidrofobicidad de los péptidos y las
propiedades bioldgicas en estudio. No obstante, se observé una ligera tendencia a que
los péptidos menos hidrofébicos (indice Gravy mas negativo) mostraran mejor
capacidad permeabilizante y los méas hidrofébicos (indice Gravy mas positivo) fueran

mejores antimicrobianos.

En el anexo 3A se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de los péptidos
P4.
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Tabla 1.6: Valores de correlacién Rho de Spearman entre varias propiedades de los péptidos P4

, . Bodipy- Inhibicion TNFo.  Inhibicion TNFa  Citotoxicidad Hemodlisis
Parametro CMIPsd CIFmin cadaverina 1:40 1:100 (1C50) (DH50)
CMI Ps4 1,00 -0,14 0,02 -0,69 ** -0,65 ** 0,50 * 0,50 *
CIFmin -0,14 1,00 -0,70 ** -0,00 0,07 0,06 -0,41
Bodipy-cadaverina 0,02 -0,70 ** 1,00 0,03 0,08 -0,09 0,50 *
Inhibicion TNFa 1:40 -0,69 ** -0,00 0,03 1,00 0,83 ** -0,37 -0,19
Inhibicion TNFa 1:100 -0,65 ** 0,07 0,08 0,83 ** 1,00 -0,51 * -0,14
Citotoxicidad (IC50) 0,50 * 0,06 -0,09 -0,37 -0,51 * 1,00 0,15
*Hemélisis (DH50) 0,50 * -0,41 0,50 * -0,19 -0,14 0,15 1,00
**Correlacién estadisticamente significativa (p < 0,05)

Correlacién estadisticamente muy significativa (p < 0,01)

Tabla 1.7: Valores de correlacion Rho de Spearman de anélisis de estructura- actividad de los péptidos P4®,
Descriptor CMI Ps4 CIF min Cfdoa(j/'s?i';}a 'nh'b'cl'?IOTN Fa 'nh'b'i'ggoT NFa C't‘zfoc)gg';jad Hemolisis (DH50)
Peso molecular -0,54 * 0,05 0,16 0,42 0,61 ** -0,34 -0,13
n° de aminoéacidos -0,55 * 0,07 0,18 0,36 0,57 ** -0,32 -0,16
e de W? -0,17 0,53 * -0,74 ** 0,15 0,11 -0,17 -0,51 *
n° residuos hidrofébicos -0,5 * 0,56 * -0,26 0,4 0,52 * -0,32 -0,36
n° residuos basicos -0,36 -0,29 0,55 * 0,25 0,42 -0,31 0,22
Densidad basica 0,08 -0,43 0,56 * 0,06 0,02 -0,04 0,46 *
Hidrofobicidad -0,24 0,41 -0,28 0,21 0,13 0,06 -0,27
Momento hidrofébico 0,45 * 0,07 0,80 0,33 0,29 -0,22 0,34

! Considerando un aumento para los descriptores, una correlacion negativa con CMI, CIF, citotoxicidad y hemélisis implica una mayor actividad; una correlacion positiva con

Bodipy-cadaverina e inhibicion de TNF implica una mayor actividad.

2 Tript6fano

“Correlacion estadisticamente significativa (p < 0,05).” Correlacion estadisticamente muy significativa (p < 0,01)
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CAPITULO 2: CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD POTENCIADORA
DE ANTIBIOTICOS DE LOS PEPTIDOS P5 FRENTE A P. aeruginosa IN
VITRO E IN VIVO

Desarrollo de un modelo cuantitativo de relacion estructura quimica-actividad

(QSAR) para el disefio de péptidos con actividad potenciadora de antibiéticos

Los resultados obtenidos hasta el momento demostraban que, mediante un
andlisis QSAR, era posible disefiar péptidos con actividad permeabilizante mejorada
respecto a los compuestos de partida. Sin embargo, nuestro estudio sugeria que los
mejores permeabilizantes (péptidos con los indices CIFs mas bajos) correspondian
frecuentemente a aquellos compuestos con menor actividad antimicrobiana (péptidos
con CMIs altas; Tabla 1.1.). Esta observacion no se confirmd en los estudios de
correlacion de pardmetros del capitulo anterior, donde no se detectd una asociacion
inversa entre la CMI y el indice CIF de los péptidos P4 (Tabla 1.6). Nuestra hipotesis es
que esta falta de correlacién podia deberse al pequefio nimero de compuestos
analizados. Para investigar esta posibilidad, nos planteamos caracterizar la actividad
biolégica de un nuevo grupo de péptidos. A la vista de los datos obtenidos con el
compuesto modelo PMBN, era evidente que ain quedaba margen de mejora de la
capacidad permeabilizante de nuestros compuestos. Para intentar mejorar esa capacidad,
se realizd un nuevo andlisis QSAR aplicando la informacién experimental obtenida del
estudio con los péptidos P4 y se disefid y sintetiz6 una nueva generacion de compuestos,

denominados péptidos de quinta generacion (péptidos P5; Figura 2.1).

El nuevo anélisis QSAR se basé en el modelo explicado anteriormente en el
capitulo 1, incorporando los datos de CMI (factor 1) e indice de CIF minima (factor 2)
obtenidos para los compuestos P1, P2 y P4 en medio MHNA. También en este caso los
datos estructurales se combinaron con una regresion parcial de minimos cuadrados o
PLS (del inglés partial least-square) y se generaron un grupo de 32 descriptores
estructurales y fisicoquimicos (PEDES; Peptide descriptors from sequence, anexo 2).
Estos ensayos se realizaron en colaboracidn con los Drs. Roman Jerala y Bostjan Japelj

del National Institute of Chemistry, Ljubljana, Eslovenia.

El analisis de componentes principales (ACP) para el parametro log
(1/CMI_péptido) reveld una notable dispersion de los descriptores, probablemente
debido a la variacion de los valores de CMI de los péptidos (Figura 2.1A). Puesto que el
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valor de CMI disminuye cuando log (1/CMI_péptido) aumenta, el modelo predecia que
los descriptores orientados en la misma direccion que el vector log (1/factor 1) en el
plano factor 1- factor 2 (cuadrante superior izquierdo), aumentaban la capacidad
antimicrobiana (CMI), mientras que aquellos situados en el cuadrante opuesto la
disminuian. Esto permitio deducir que los descriptores que influyen positivamente en la
capacidad antimicrobiana son el numero de triptéfanos, el nimero de residuos
aromaticos, la méxima distancia entre triptofanos y la maxima distancia entre residuos
aromaticos (Figura 2.1-A). Por el contrario, se observo una correlacion negativa en los
siguientes descriptores: el namero de clusters con residuos basicos, la méxima carga del
cluster basico, la méxima carga media de 2 residuos consecutivos y la méxima carga
media de 3 residuos consecutivos. La precision del estudio QSAR se evalué mediante
un analisis de regresion lineal maltiple empleando los 5 descriptores mas importantes
identificados (max_dis_ W, momh(180deg), %res_bas+hidrofébicos, n°_hidrofdbicos,
n® clust_2res_hidrofdbicos; Tabla de descriptores, anexo 2). Como se muestra en la
Figura 2.1-B, el analisis demostrd la existencia de una excelente correlacién (R=0,88,

R?=0,79) entre la CMI calculada para los péptidos P1, P2 y P4 y la experimental.

Por otra parte, el ACP reveld que los descriptores que mejor se correlacionaban
con la actividad permeabilizante de los péptidos expresada como log (1/CIF min) (factor
2) eran la densidad basica (nimero de residuos basicos/ longitud) y la maxima carga
media de dos residuos consecutivos. Los descriptores para los que se detectd una
correlacion negativa incluyeron el nimero de residuos hidrofdbicos, la distancia media
entre residuos hidrofébicos y el nimero de triptéfanos (Figura 2.2-A). También en este
caso el analisis de regresion del modelo basado en los 5 descriptores mas importantes
(n°_clust_2res_basicos, suma_aromaticos+basicos, mom_anfip_lineal,
max_caarg_med_2sec, dist_med_hidr_clust); Tabla de descriptores anexo 2), demostrd
una excelente correlacion entre el indice de CIF minima calculado y el experimental
(R=0,88, R?=0,785; Figura 2.2-B). Sobre la base de este analisis, se disefié una nueva
generacion de 24 compuestos, denominados péptidos de quinta generacion (péptidos
P5). En el anexo 3B se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de los péptidos P5

relevantes para este estudio.
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Figura 2.1- A: Analisis de componentes principales basado en los valores de CMI de las generaciones P1, P2 y P4 frente a la cepa de P aeruginosa 4158 Ps4. Se muestran
los descriptores (puntos rojos) obtenidos y su disposicion con respecto al parametro log (1/MIC_peptide) (punto verde; flecha verde). Los descriptores situados alrededor de
este parametro se correlacionan positivamente con él, mientras aquellos que estan en el cuadrante opuesto (derecho-inferior) se correlacionaron negativamente. B: Andlisis
de regresion lineal multiple (PLS-RLM) de la CMI calculada y experimental de los péptidos P1, P2 y P4 con base en los 5 descriptores mas importantes obtenidos tras el
estudio de ACP.
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Figura 2.2- A: Analisis de componentes principales basado en los valores de indice de CIF minima de las generaciones P1, P2 y P4 frente a la cepa de P aeruginosa 4158
Ps4. Se muestran los descriptores (puntos rojos) obtenidos y su disposicion con respecto al parametro log (1/FICmin) (punto verde). Los descriptores situados alrededor de
este parametro se correlacionan positivamente con él, mientras aquellos que estan en el cuadrante opuesto (izquierdo-superior) se correlacionaron negativamente. B: Analisis
de regresion lineal maltiple (PLS-RLM) de la CIF calculada y experimental de los péptidos P1, P2 y P4 con base en los 5 descriptores mas importantes obtenidos tras el
estudio de ACP.



Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibi6ticos in vitro e in vivo

Correlacion entre valores de actividad permeabilizante calculada y experimental
de los péptidos P5

Para evaluar la fiabilidad del estudio QSAR, las nuevas secuencias de la
generacion P5 se sometieron a un analisis PLS que gener0 la prediccién de su actividad
permeabilizante. Esto permitio elaborar un ranking de compuestos ordenados de menor
a mayor, segun su indice de CIF minima. En paralelo, se cuantificé la actividad
potenciadora de novobiocina de los péptidos P5 expresada como indice de CIF minima
y CCMI. Estos ensayos se realizaron en MHNA, que fue también el medio empleado
para obtener los datos de actividad permeabilizante previos usados en el analisis QSAR.
Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 2.1, donde se indica la posicion
relativa que ocupa cada péptido en el ranking de actividad permeabilizante, de acuerdo
con las predicciones realizadas. 21 de los 24 péptidos P5 estudiados (87,5 %) fueron
capaces de formar combinaciones sinérgicas con la novobiocina, disminuyendo 4 veces
0 méas la CMI del antibidtico a alguna de las concentraciones ensayadas en medio
MHNA. Cuando las condiciones de ensayo fueron mas estrictas (medio MHA), este
porcentaje se redujo al 50 %. En relacion con los parametros de sinergia estudiados,
aunque la CIF minima obtenida y el cociente de CMI (CCMI) mostraron cierta
correlacion negativa (Rho de Spearman= -0,371), las diferencias no fueron
significativas (p=0,075), es decir, Unicamente en el 37,1 % de los casos, ambas

variables se asociaron significativamente.

En la mayoria de los casos no hubo buena correlacion entre la posicién predicha
por el andlisis QSAR y la que le correspondia al compuesto por su actividad
permeabilizante experimental. De hecho, el indice Rho de Spearman indic6 la existencia
de cierta correlacién negativa entre el ranking predicho y el experimental, aunque tal
asociacion no fue estadisticamente significativa (Rho de Spearman = -0,35; p=0,14). Sin
embargo, cuando se repitieron los ensayos empleando medio MHA, se obtuvo una
correlacion positiva entre la actividad permeabilizante predicha y la calculada (Rho de

Spearman=0,31; p>0,05; siguiente apartado).
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Tabla 2.1: Actividad permeabilizante de los péptidos de la 5% generacion en Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4 determinada mediante ensayo

checkerboard: actividad observada vs actividad predicha mediante analisis QSAR

cMmIt CMil de la novobic_;cir?a a la concentracion de péptido Rar_1king Ranking
Péptido Secuencia Péptido indicada (ug/mL) CIF? min cCcMI®  experimental s

(Lg/mL) 0 6.25 125 25 50 4 predicho
P5-1 FWIRIWRI W R R W  NH, 64 1024 1024 1024 1024 nc® 1,02 1 4 1
P5-2 FWR I WRWR R NH, 16 1024 64 nc nc nc 0,45 16 (6,25) 3 1
P5-3 WRRWRRWR R W R R NH, 16 1024 32 nc nc nc 0,42 32 (6,25) 3 1
P5-4 FWR I WRWR R R NH, 32 512 8 4 nc nc 021 64 3 1
P5-5 FWRRNFWR R N | R R NH, 256 1024 1024 64 64 32 011 32 1 1
P5-6 WRRWRRRW R R W R R NH, 8 1024 128 nc nc nc 0,91 8 (6,25) 4 1
P5-7 FPWRRWI R R w N R R NH, 8 1024 8 nc nc nc 0,79 128 (6,25) 3 2
P5-8 P FWR I RWR R NH, 256 512 64 32 8 8 011 64 2 2
P5-9 FWRWRRWI R R NH, 64 512 8 8 2 nc 0,11 256 (25) 2 2
P5-10 FWRRFWRR V W R R NH, 8 1024 8 nc nc nc 0,79 128 (6,25) 4 2
P5-11 P FWRRWR R NH, 1024 1024 256 128 64 32 0,08 32 1 2
P5-12 WFRRI WRR | R R NH, 32 512 4 2 nc nc 0,11 256 (12,5) 2 2
P5-13 FWRWRRV I R R NH, 512 1024 128 32 32 16 0,06 16 1 3
P5-14 P 1 WRRWNR R NH, 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1,00 1 4 3
P5-15 P FWR I WR R NH, 1024 1024 1024 1024 16 8 0,04 128 1 3
P5-16 FWRRWI RR W | R R NH, 4 1024 nc nc nc nc 1,39 - 4 3
P5-17 FWRR I WR R NH, 1024 512 32 16 8 4 0,04 128 1 3
P5-18 P FWR I VR R NH, 1024 1024 1024 1024 256 128 0,17 8 3 3
P5-19 RRPFWRRP F w R R NH, 128 1024 1024 32 32 8 0,13 128 2 4
P5-20 WRRWI RRW I R R NH, 8 512 2 nc nc nc 0,40 256 (6,25) 3 4
P5-21 PWRRWI RR W | R R NH, 8 1024 4 nc nc nc 0,79 256 (6,25) 4 4
P5-22 P I WRRWI R R NH, 512 1024 1024 256 128 32 0,13 32 2 4
P5-23 P I WRRW I R K NH, 1024 1024 1024 256 64 32 0,08 32 1 4
P5-24 PWRRW I R R NH, 1024 1024 1024 256 256 128 0,17 8 2 4

! Concentracién minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucién en caldo Mieller-Hinton con cationes no ajustados.

2 [ndice minimo de concentracion inhibitoria fraccionada.

8 Cociente de CMI (determinado igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pg/mL de péptido. Las CCMIs calculadas a otra concentracion diferente, ésta se indica entre paréntesis.

* Clasificacion de los péptidos en cuanto a su CIF minima experimental en 4 grupos. Grupo 1: el 25 % de las CIF mas bajas. Grupo 2: del 25 % al 50 % de las CIF més bajas. Grupo 3: el 25 % al 50 % de las CIF
mas altas. Grupo 4: el 25 % de las CIF mas altas.

% Clasificacién de los péptidos en cuanto a su CIF minima predicha en 4 grupos. Grupo 1: el 25 % de las CIF mas bajas. Grupo 2: del 25 % al 50 % de las CIF mas bajas. Grupo 3: el 25 % al 50 % de CIF més
altas. Grupo 4: el 25 % de las CIF mas altas.

® no crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido sélo por el péptido a la concentracion indicada.



Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibioticos in vitro e in vivo

Evaluacion de la actividad sinérgica de los péptidos P5 y la novobiocina frente a

Pseudomonas aeruginosa Ps4 mediante ensayo checkerboard

Para investigar si el nuevo andlisis QSAR habia proporcionado compuestos con
actividad permeabilizante mejorada respecto a los péptidos anteriores se compararon los
resultados de indice de CIF minima y CCMI de los mejores permeabilizantes de la
generacion P5 con sus homdlogos de la generacion P4. Estos ensayos se realizaron
empleando la técnica checkerboard en medio MHA y MHNA.

De nuevo, la capacidad bactericida y permeabilizante de los péptidos mejord, en la
mayoria de los casos, en medio MHNA comparado con MHA (Tabla 2.2.). De hecho, en
algunos casos, como en el del compuesto P5-13, no se observo sinergia alguna en medio
MHA, mientras que en medio MHNA el péptido mostraba una buena capacidad
permeabilizante (indice de CIF minima= 0,06). Un comportamiento muy similar se
observo en el compuesto P4-6. En general, ningun péptido super6 a PMBN, que fue capaz
de producir combinaciones sinérgicas con la novobiocina incluso a la concentracion mas
baja evaluada (0,78 pg/mL; resultado no mostrado) y en cualquiera de las dos condiciones
de cultivo ensayadas. No obstante, a diferencia de lo que ocurre con los péptidos derivados
de la lactoferricina, se observd un fendmeno de pérdida progresiva de la capacidad
permeabilizante de PMBN en presencia de cationes a medida que su concentracion
aumentaba (resultado también evidente en la Tabla 1.2 del capitulo 1). Se identificaron
péptidos como el P5-4, P5-9 y P5-12, que en condiciones menos restrictivas (MHNA)
fueron capaces de disminuir la CMI de la novobiocina entre 128 y 256 veces a una
concentracion de péptido de 6,25 pg/mL. Ademas, el compuesto P5-12 redujo 8 veces la
CMI de la novobiocina en medio MHA a una concentracién de 6,25 pug/mL, mostrando
una potencia permeabilizante no alcanzada por ninguno de los péptidos P4. Por otra parte,
el indice CIF del péptido P5-9 (0,06) fue incluso mejor que el del compuesto mas potente
de la generacion P4 (P4-1; CIF min = 0,08) en medio MHA, mientras que en MHNA, el
péptido P5-17 mostré la mejor CIF minima experimental (0,04), superando también en

estas condiciones la actividad sinérgica de los compuestos P4.
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Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibioticos in vitro e in vivo

Por otro lado, en medio MHNA el 70,8 % de los péptidos P5 se combino
sinérgicamente con la novobiocina, mientras que solo en el 60 % de los compuestos P4 se
detectd dicha actividad. En cambio, en las condiciones experimentales mas estrictas
(medio MHA), el porcentaje de péptidos que actuaban en sinergia con la novobiocina se
redujo y fue el mismo (55 %) para ambas generaciones. Estos resultados demuestran la
capacidad del analisis QSAR para proporcionar péptidos con actividad potenciadora de

antibidticos mejorada respecto a los compuestos de partida.
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Tabla 2.2: Actividad potenciadora de la novobiocina de los mejores péptidos de la 4% y 52 generacion frente a Pseudomonas aeruginosa

4158 Ps4 en medio MHA/MHNA determinada mediante ensayo checkerboard.

Peptido CcMI* Péptido CMI de la novobiocina a la concentracion de péptido indicada (ug/mL) CIE? min COMP?
(ng/mL) 0 6,25 12,5 25 50
PMBN 2048/32 512/512 1/16 116 4/8 8/nc* 0,008/0,028 64/64 (25)
P4-1 512/128 512/1024 128/32 64/16 16/8 16/2 0,08/0,08 32/512
P4-2 128/16 1024/1024 512/4 16/nc 8/nc 8/nc 0,11/0,39 128/256 (6,25)
P4-3 1024/ 256 1024/ 1024 1024/ 1024 1024/ 64 1024/ 32 64/ 4 0,11/ 0,11 16/ 256
P4-5 256/ 32 512/ 512 512/ 16 512/ 4 16/ 1 2/ nc 0,13/ 0,23 256/512 (25)
P4-6 2048/ 1024 1024/ 1024 1024/ 1024 1024/ 128 1024/ 32 1024/ 16 1,00/ 0,06 164
P4-7 512/ 128 512/ 1024 512/ 1024 512/ 128 512/ 32 32/ 8 0,16/ 0,22 16/ 128
P4-10 128/ 128 512/ 1024 512/ 1024 512/ 2 512/ 1 2/ 1 0,39/ 0,10 256/ 1024
P4-12 1024/ 256 1024/ 512 512/ 64 128/ 16 64/ 8 32/ 8 0,22/ 0,08 32/ 64
P4-14 512/ 512 1024/ 1024 1024/ 1024 1024/ 32 1024/ 16 32/ 8 0,13/ 0,13 32/ 128
P4-15 512/ 128 1024/ 1024 1024/ 1024 1024/ 16 1024/ 4 8/ 2 0,11/ 0,13 128/ 512
P5-3 64/16 1024/1024 1024/32 128/nc 16/nc nc/nc 0,32/0,42 64 (25)/32 (6,25)
P5-4 512/32 1024/512 1024/8 1024/4 32/nc 8/nc 0,08/0,21 64/128 (12,5)
P5-8 1024/256 1024/512 1024/64 1024/32 128/8 32/8 0,08/0,11 32/64
P5-9 1024/64 1024/512 1024/8 1024/8 1024/2 16/nc 0,06/0,11 64/256 (25)
P5-12 128/32 1024/512 128/4 8/2 2/nc nc/nc 0,11/0,11 512 (25)/256 (12,5)
P5-13 1024/512 1024/1024 1024/128 1024/32 1024/32 1024/16 1,00/0,06 116
P5-17 1024/1024 1024/512 1024/32 1024/16 64/8 32/4 0,08/0,04 32/128
P5-19 1024/128 512/1024 512/1024 512/32 512/32 64/8 0,17/0,13 16/128
P5-20 128/8 512/512 512/2 16/nc 2/nc 1/nc 0,13/0,40 128/256 (6,25)
p5-21 32/8 512/1024 512/4 32/nc 1/nc nc/nc 0,45/0,79 512 (25)/256 (12,5)

! Concentracion minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucion en caldo Mueller-Hinton con cationes ajustados/ no ajustados.
2 Indice minimo de concentracion inhibitoria fraccionada (determinado igual que en 1).
® Cociente de CMI (determinado igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pg/mL de péptido. Las CCMIs calculadas a otra concentracion diferente, ésta se indica entre

paréntesis.

* no crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido sélo por el péptido a la concentracién indicada.



Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibi6ticos in vitro e in vivo

Evaluacion de la actividad sinérgica de los mejores peptidos P5 y antibidticos

diferentes a novobiocina frente a Pseudomonas aeruginosa 4158-02 Ps4

Para investigar si los péptidos de la generacion P5 podian potenciar la accion de
antibioticos diferentes a novobiocina, se seleccionaron los compuestos que habian
mostrado mayor actividad potenciadora de la novobiocina (Tabla 2.2) y se combinaron
con doxiciclina, cefotaxima y azitromicina. Los péptidos analizados fueron P5-12 y P5-
20. Ademas, se incluyeron los mejores péptidos permeabilizantes de la generacion P2 y

P4. Los resultados se muestran en la Tabla 2.3.

Todos los péptidos ensayados formaron combinaciones sinérgicas con la
doxiciclina, disminuyendo su CMI 32 veces, incluso 64 veces en el caso del péptido P5-
12 (CIF=0,113). Ademas, los dos péptidos de la generacién P5 fueron capaces de reducir
la CMI de la doxiciclina (64 pg/mL) a 1 pg/mL incluso a una concentracion de péptido
de 12,5 pg/mL, mientras que los péptidos P2 y P4, no mostraron esa potencia ni siquiera
a la méxima concentracion ensayada (50 pg/mL). De los antibiéticos estudiados, la
cefotaxima fue el mas resistente a la potenciacion, y sélo los péptidos de la generacién P4
y P5 actuaron en sinergia con esta cefalosporina, presentando P5-12 la mejor actividad
permeabilizante (CIF=0,258). Finalmente, los péptidos de la generacion P2 no formaron
combinaciones sinérgicas con la azitromicina, mientras que P4-1 fue el compuesto con
menor CIF (0,174). No obstante, los péptidos P5 claramente superaron a los P4 en
capacidad potenciadora de azitromicina, reduciendo la CMI de este antibidtico de 128

pg/mL a 2 ug/mL (64 veces) a concentraciones entre 25y 50 pug/mL.
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Tabla 2.3- Capacidad de los mejores permeabilizantes para potenciar la actividad de la doxiciclina, cefotaxima y azitromicina

frente a la cepa clinica P. aeruginosa 4158 Ps4 determinada mediante ensayo checkerboard.

CMI de los antibiéticos en presencia de la cantidad de péptido indicada (pug/mL)

CMI

o Doxiciclina Cefotaxima Azitromicina
Péptidos  péptido
(ugmL) 0 625 125 25 50 CIF min' 0 625 125 25 50 CIFmin 0 625 125 25 50 CIFmin

P2-15 1024 64 32 8 4 2 0,080 512 512 512 512 25 0598 64 64 64 64 32 0,695
p2-27 512 64 16 8 4 2 0,129 512 512 512 512 25 0598 128 128 128 128 64 0,549
P4-1 1024 64 8 4 2 2 0,080 512 512 512 256 128 0,299 128 128 64 32 16 0,174
P4-2 256 64 8 4 2 2 0,227 512 512 256 128 64 0,320 128 64 32 16 8 0,258
P4-5 256 64 16 8 4 2 0,227 512 nd2 nd nd nd nd 128 nd nd nd nd nd
P5-12 512 64 4 1 1 1 0,113 512 256 256 64 32 0,258 128 64 32 8 2 0,211
P5-20 64 64 8 1 1 nc® 0,406 512 256 128 32 nc 0,453 128 64 8 2 nc 0,406

CIF min: concentracion inhibitoria fraccionada minima de entre todas las combinaciones de péptido antibiético ensayadas (1,56-50 pg/mL).

2 nd: no determinado;
*nc: no crecimiento de la bacteria por la accién del péptido.

En negrita se muestran los CIF <0,5. El medio de cultivo seleccionado para realizar las combinaciones sinérgicas fue MH con cationes ajustados (MHA).



Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibioticos in vitro e in vivo

Para cuantificar la actividad bactericida del péptido P5-12 y la azitromicina en el
tiempo, se realiz6 una curva de letalidad con ambos compuestos a concentraciones
subinhibitorias (12,5 y 10 pg/mL, respectivamente). Los resultados se interpretaron de la
misma manera que en el capitulo 1. Como se muestra en la Figura 2.3, la combinacién
P5-12 con azitromicina mostrd tanto una sinergia temprana (6-8 horas de incubacién),
como sinergia de larga duracién (tras 24 horas de incubacion). Ademas, se logré una
disminucion de casi 4 logaritmos la poblacion bacteriana inicial, o que sugiere que el
péptido es capaz de permeabilizar relativamente rapido la envoltura de P. aeruginosa,
con la consiguiente entrada y accion letal de la azitromicina. Ademas, esta sinergia
resultd ser persistente, pues la reduccion de la viabilidad practicamente se mantuvo en

torno a 3 logaritmos durante las 24 horas del estudio.

En conjunto, estos ensayos demuestran que la combinacién de P5-12 y
azitromicina es la mas potente de las estudiadas, pues actia de manera rapida, potente y

persistente.

12 -
Ly 9
LE —&— Control
= : —O— P5-12 12,5 pg/mL
o i —w— Zithromax 10 pg/mL
20 —&— P5-12 + Zithromax
— 3

0 T T T 1

0 6 12 18 24
Tiempo (h)

Figura 2.3: Curvas de letalidad. Determinacion de la cinética de potenciacion de la azitromicina
(Zithromax) en Pseudomonas aeruginosa 4158-02 por el péptido P5-12. En el tiempo O se afiadieron el
péptido P5-12 a una concentracién de 12,5 pug/mL y azitromicina 10 pug/mL y se realizaron recuentos de
viables a intervalos de tiempo de 0, 3, 6, 8 y 24 horas desde el comienzo de la incubacion. En paralelo se
realiz6 el seguimiento del crecimiento de cultivos sin tratar o tratados s6lo con P5-12 o s6lo con
azitromicina a la concentracion indicada.
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Capitulo 2: Actividad potenciadora de antibiéticos in vivo e in vitro

Estudio de correlacion de parametros con interés en terapia antimicrobiana y

analisis de relacion estructura- actividad de los péptidos de la quinta generacion

Para determinar la posible asociacion entre las diferentes actividades de los
péptidos P5, se seleccionaron las variables independientes cuantitativas que se
investigaron en este capitulo, es decir, la CMI de los péptidos y el indice CIF de la
combinacion péptido- novobiocina frente a P. aeruginosa Ps4. Ademas, se estudio la
correlacion de estas dos actividades biolégicas con algunos de los descriptores
constitucionales PEDES utilizados en el analisis QSAR, como el peso molecular, el
namero de amino&cidos, el numero de triptéfanos, el nimero de residuos hidrofébicos, el
numero de residuos basicos, la densidad béasica y el indice Gravy (Grand average of
hydrophathy) de hidrofobicidad. Los resultados de correlaciones se muestran en la Tabla
2.4 y expresan como el estadistico de correlacion Rho de Spearman y su significacién

estadistica asociada para cada una de las comparaciones realizadas.

Los resultados muestran que la CMI de los péptidos P5 presenta una asociacion
negativa con el indice CIF minimo (Rho de Spearman = -0,74; p < 0,01). Este resultado
indica que aquellos péptidos con mejor actividad antimicrobiana poseen menor capacidad
potenciadora de novobiocina, y viceversa. Por otra parte, al igual que ocurrio en la
generacion P4, se detectaron asociaciones negativas estadisticamente significativas entre
la CMI y el peso molecular, el nUmero de amino&cidos, el nimero de triptdfanos y el
nimero de residuos basicos. Esto quiere decir que los péptidos con mejor capacidad
antimicrobiana coinciden con aquellos de mayor longitud y con mayor proporcién de
residuos triptéfano y aminoacidos basicos. En cambio, a diferencia de la CMI, una buena
capacidad permeabilizante esta asociada a péptidos méas cortos y con un nimero menor de
residuos de triptéfano. A pesar de que ninguno de los dos parametros estudiados se
correlaciond significativamente con la hidrofobicidad de la secuencia, a diferencia de lo
que sucedia en la cuarta generacion, se observd una tendencia a que los péptidos mas
hidrofilicos (indice Gravy mas negativo) se asociaran con una mejor capacidad
antimicrobiana y los mas hidrofdbicos (indice Gravy mas positivo) coincidieran con los
mejores permeabilizantes. Estas conclusiones se confirmaron cuando se analizaron

conjuntamente los datos experimentales obtenidos con los péptidos P4 y P5 (Tabla 2.5).
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Tabla 2.4: Valores de correlacion de Rho de Spearman de la actividad biolégica de los péptidos P5 y los descriptores constitucionales
pertenecientes a los anélisis QSAR

Actividad biolégica® Descriptores constitucionales?
n° Res n° Res Densidad Hidrofobicidad
. 5 e .
CMI CIF min PM n°aminoacidos  n°w Hidrofob.  Bésicos basica (Gravy) I
CMI 1,00 -0,74 ** -0,73 ** -0,66 ** -0,81 ** -0,38 -0,51 ** -0,16 0,18 -0,56 **
CIFmin -0,74 ** 1,00 0,58 ** 0,55 ** 0,66 ** 0,35 0,22 -0,18 -0,24 0,38

! Capacidad bactericida y permeabilizante de los péptidos determinada frente a P. aeruginosa Ps4 en medio MH no ajustado. * Descriptores que dependen fundamentalmente
de la composicién de aminoacidos del péptido. * Peso molecular del péptido. * Triptéfano.
Correlacion estadisticamente significativa (p <0,05). ~ Correlacion estadisticamente muy significativa (p < 0,01)

Tabla 2.5: Valores de correlacién de Rho de Spearman de la actividad bioldgica de los péptidos P4 y P5 y los descriptores constitucionales

pertenecientes a los analisis QSAR.

Actividad bioldgica® Descriptores constitucionales?
n° Res n° Res Densidad  Hidrofobicidad
. 3 0 a4 .
CMI CIF min PM n° aminoacidos n°Ww Hidrof. Basicos basica (Gravy) I
CMI 1,00 -0,58 ** -0,62 ** -0,59 ** -0,43 ** -043 ** 0,37 ** -0,10 -0,11 -0,362 *
CIFmin -0,58 ** 1,00 0,35 * 0,32 * 0,57 ** 0,49 **  -0,36 -0,33 * 0,17 0,159

! Capacidad bactericida y permeabilizante de los péptidos determinada frente a P. aeruginosa Ps4 en medio MH no ajustado. > Descriptores que dependen fundamentalmente
de la composicién de aminoacidos del péptido. * Peso molecular del péptido. * Tript6fano.
Correlacidn estadisticamente significativa (p <0,05). ~ Correlacion estadisticamente muy significativa (p < 0,01).
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Capacidad de los péptidos para potenciar la actividad antibiética in vivo

Para evaluar la efectividad del tratamiento combinado entre péptidos
permeabilizantes y antibidticos in vivo, se puso a punto un modelo murino de sepsis
experimental causada por la inoculacién intraperitoneal del aislamiento clinico P.
aeruginosa 4158 Ps4. Se decidio utilizar ratones que habian sido previamente
inmunodeprimidos (neutropenia con valores por debajo de 1000 neutr6filos/mL)
mediante la administracion de ciclofosfamida. De esta manera, se simulaba en cierto
modo una situacion inmunoldgica habitual en los seres humanos que adquieren
infecciones nosocomiales por patdégenos oportunistas como Pseudomonas aeruginosa.
Para estos experimentos, se selecciond el antibidtico azitromicina e el péptido que habia
mostrado la actividad permeabilizante méas potente combinado con este antibiotico (P5-
12). La cepa Ps4 es altamente resistente a la azitromicina (CMI = 64 pg/mL), pero
como se demostrd anteriormente, el péptido P5-12 potencia a este antibidtico
eficazmente in vitro (CMI en combinacién 2 pg/mL; Tabla 2.3 y Figura 2.3). Ademas,
como control se empled el péptido P2-15, un compuesto que mostr6 muy buenos
resultados en combinacion con eritromicina en experimentos realizados por Sanchez-

Gobmez y colaboradores (Sanchez-Gémez et al., 2011).

En primer lugar, se investigo si los péptidos por si mismos tenian algun efecto
protector frente a la infeccion experimental. Para ello, inmediatamente después de la
inoculacion intraperitoneal de P. aeruginosa 4158 Ps4, los ratones recibieron en una
zona distinta del peritoneo 10 mg/kg de P5-12 (o P2-15) y una segunda dosis de este
tratamiento 5 horas después de la primera. En vez de proteger, la administracion del
péptido P5-12 acelerd significativamente la muerte de los ratones en comparacién con
los animales no tratados (p = 0,035) (Figura 2.4), un resultado que concuerda con la
cierta de toxicidad in vitro observada en fibroblastos tratados con este péptido (ICso
75,33 ug/mL). Aunque el péptido P5-20 también mostrd6 una buena actividad
permeabilizante en combinacién con azitromicina in vitro (Tabla 2.3), este compuesto
fue inicialmente descartado por la elevada toxicidad en fibroblastos humanos que
presentaba (ICsg 41 pg/mL).
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Figura 2.4: Cinética de supervivencia de ratones neutropénicos infectados con P. aeruginosa 4158
Ps4 y tratados con los péptidos P2-15 y P5-12. Previamente a la infeccion, se inmunodeprimié a los
animales mediante la inyeccion de ciclofosfamida por via subcutanea. Una vez confirmada la neutropenia,
cada grupo (n = 8) recibi6 una dosis de 10° ufc/ratén de P. aeruginosa 4158 Ps4 intraperitonealmente.
Inmediatamente después de esta inoculacion, los animales recibieron una dosis de péptido a una
concentracion de 10 mg/kg (0,2 mg/ratdn) en otra zona del peritoneo, seguido de un tratamiento idéntico
a las 6 horas después del primero. Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante el test
estadistico de Kaplan-Meier (*, p < 0,05).

Debido a estos resultados, se decidid evaluar la eficacia del péptido P4-1, uno de
los mejores permeabilizantes de la cuarta generacion (Tabla 2.3 y Tabla 2.1), que no
presentd toxicidad in vitro (Tabla 1.5). Como se muestra en la Figura 2.5-A, los
péptidos administrados en dos dosis (1 hora y 6 horas después de la infeccién; 10 mg/kg
cada dosis) no protegieron a los animales y tampoco aceleraron su muerte. Como era de
esperar la azitromicina (una dosis de 25 mg/kg una hora después de la inoculacion)

tampoco protegio por si misma a los ratones (Figura 2.5-A).
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Figura 2.5: Cinética de supervivencia de ratones neutropénicos infectados con P. aeruginosa 4158
Ps4 y tratados con los péptidos P4-1 o P2-15 en combinacién con azitromicina. Previamente a la
infeccidn, se inmunodeprimié a los animales mediante la inyeccidn de ciclofosfamida por via subcutanea.
Una vez confirmada la neutropenia, cada grupo (n = 8) recibié una dosis de 10° ufc/ratén de P.
aeruginosa 4158 Ps4 intraperitonealmente. A) Una hora y 6 horas después de esta inoculacion los grupos
tratados recibieron intraperitonealmente una dosis de péptido a una concentracion de 10 mg/kg (0,2
mg/ratén) o una dosis de azitromicina (25 mg/kg, sélo en el primero de los tiempos) siempre en
monoterapia. B) Una hora después de la infeccion los grupos recibieron una dosis combinada de péptido
(10 mg/kg) y azitromicina (25 mg/kg) y 6 horas después de la infeccidn una segunda dosis de péptido (10
mg/kg). Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante el test estadistico de Kaplan-Meier (*, p
< 0,05).
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Por otra parte, se extrajo sangre a los ratones 1,5 y 7,5 horas después de la
infeccion para la cuantificacion de los niveles de TNFa en suero y bacteriemia,
respectivamente. Como se observa en la Figura 2.6-A, los péptidos no fueron capaces
de reducir significativamente la bacteriemia, pero si lo hizo la azitromicina,
disminuyendo 0,86 logaritmos la concentracion de bacterias en sangre, aunque esta
reduccion no fue suficiente para proteger a los animales. Por otro lado, ninguno de los
compuestos redujo significativamente los niveles de TNFa en suero respecto al control
sin tratar, e incluso se observd un aumento estadisticamente no significativo de los

niveles de TNFa en los grupos tratados con P4-1 y azitromicina (Figura 2.6-B).

Por otro lado, la terapia combinada péptido-azitromicina confirio a los animales
una proteccion estadisticamente no significativa y de corta duracion (Figura 2.5-B).
Concretamente, este tratamiento protegio al 50% de los animales durante 36 horas (p =
0,086), hecho que ninguno de los compuestos por separado fue capaz de lograr
(comparar con Figura 2.5-A). No obstante, el tratamiento no result6 eficaz pasado ese
tiempo de estudio. De manera similar, el tratamiento P2-15- azitromicina también fue

capaz de conferir una ligera proteccion al 37,5 % de los animales durante 36 horas.

En cuanto a la bacteriemia, el tratamiento P4-1- azitromicina redujo diez veces
(un logaritmo decimal) la concentracion de bacterias en sangre, mientras que la
combinacion P2-15-azitromicina lo hizo 0,64 veces (Figura 2.6-C). No obstante, las
diferencias en la concentracion de bacterias en sangre entre el grupo no tratado y los dos
grupos tratados fueron estadisticamente no significativas. Asimismo, como se observa
en la Figura 2.6-D ambos tratamientos no fueron capaces de reducir significativamente
los niveles de TNFa en suero, e incluso se observd un ligero aumento de la
concentracion de esta citoquina en los dos grupos tratados respecto al grupo de animales

no tratado.
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Figura 2.6: Cuantificacion de la concentracion de bacterias en sangre (bloque izquierdo de la Figura) y
niveles de TNFa en suero (bloque derecho de la Figura) 7,5y 1,5 horas después de la inoculacién de P.
aeruginosa 4158 Ps4 en ratones neutropénicos, respectivamente. Panel superior (A y B): tratamiento no
combinado de P2-15 o P4-1 (dos dosis de 10 mg/kg; 1 h y 6 h después de la infeccion), o bien de
azitromicina (25 mg/kg 1 h después de la infeccién). Panel inferior (C y D): tratamiento combinado de
P2-15- azitromicina y P4-1- azitromicina empleando las mismas dosis y tiempos descritos para el caso
anterior. Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante la prueba de la mediana y los grupos se
compararon dos a dos mediante el test estadistico U-Mann Whitney (*, p < 0,05).
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CAPITULO 3: EFECTO POSTANTIBIOTICO DE PEPTIDOS SOBRE P.
aeruginosa E IDENTIFICACION DE LA PERMEABILIDAD ASOCIADA AL
EFECTO POSTANTIBIOTICO

Cuantificacion del Efecto Postantibiético (PAE) producido por el péptido P4-9

frente a Pseudomonas aeruginosa 4158 Ps4

Una de las propiedades que hacen a un compuesto antimicrobiano més atractivo
es la capacidad de provocar el denominado efecto postantibiotico (PAE), es decir, un
dafio en las células que persiste tras la interrupcion del tratamiento. EI PAE se
manifiesta en un retraso en el crecimiento de las células que sobreviven al tratamiento
con respecto a aquellas células no tratadas. Este fendmeno se ha descrito raras veces en
relacién con péptidos antimicrobianos (Han et al., 2009). Para estudiar si los péptidos
P4 poseian esta propiedad, P. aeruginosa 4158 Ps4 se expuso a una concentracion dos
veces superior a la CMI del péptido correspondiente durante una hora, y posteriormente,
el péptido se elimind mediante varios lavados por centrifugacion. Para este estudio se
seleccionaron aquellos péptidos P4 que mostraron mejor capacidad bactericida frente a
la cepa Ps4 (P4-8, P4-9 y P4-18), de manera que se pudiera reducir la cantidad de

péptido necesaria.

Para la cuantificacion del PAE de los péptidos se empled el método de
referencia, basado en el recuento de viables (Craig and Gudmundsson, 1996). Ademas,
se evalud el uso del sistema automatizado Bioscreen C (Lowdin et al., 1993) para la
medida del PAE por su facil manejo y por el ahorro de tiempo y trabajo que supone
frente a la técnica de referencia. En ambas técnicas y siguiendo el criterio de la mayoria
de los autores, se consider6 que existia un PAE significativo cuando el retraso
observado en el cultivo tratado respecto al no tratado era igual o superior a 0,5 horas. De
los tres péptidos estudiados, unicamente P4-9 provoc6 un PAE significativo, mientras
que los péptidos P4-8 y P4-18 no produjeron retraso alguno en el crecimiento de la cepa
P. aeruginosa 4158 Ps4 (resultados no mostrados). Como se muestra en la Figura 3.1-A,
el retraso que produjo P4-9 fue de 1,3 horas, es decir, el cultivo tratado con P4-9
necesitd 1,3 horas mas que el cultivo no tratado para incrementar en diez veces (un

logaritmo) su poblacién a partir de la eliminacion del compuesto.
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Ademas, se calculo el tiempo de generacion de ambos cultivos, lo que reveld que
la poblacion del cultivo control no tratado se duplicaba cada 27,1 minutos, mientras que
la del cultivo tratado tardaba en duplicarse 45,1 minutos tras la eliminacion del péptido.

En el caso de la técnica turbidimétrica automatizada Bioscreen C, el PAE se
definié como el tiempo adicional respecto al cultivo control que el cultivo tratado
necesitd para alcanzar un mismo valor de absorbancia (seccion de Material y Métodos).
Como se muestra en la Figura 3.1-B, el PAE de P4-9 calculado mediante el Bioscreen C
fue muy similar, aunque ligeramente superior, (1,45 horas) al obtenido mediante la

técnica convencional.
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Figura 3.1- Curvas de crecimiento de P. aeruginosa Ps4 sin tratar (circulos negros) o tratado con P4-9
(circulos blancos). Las células frescas en fase exponencial se dejaron sin tratar o se trataron con P4-9 a 2
veces la CMI del péptido durante 1 h. Tanto el cultivo tratado como el no tratado se lavaron tres veces en
medio fresco atemperado a 37°C. El tiempo 0 de las graficas corresponde al comienzo de la
monitorizacion del crecimiento inmediatamente después del tercer lavado y tras la resuspension.de las
células. A: Técnica de recuento de viables. B: Técnica de analisis turbidimétrico automatizado Bioscreen
C (calculo en seccion de Material y Métodos).

Identificacidn de la Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiético (PAEP)

La capacidad de P4-9 para causar PAE, indicaba que las células que sobrevivian
al tratamiento con este péptido estaban dafiadas y necesitaban tiempo para recuperar su
velocidad de crecimiento normal. Como el mecanismo de accién de la mayoria de

péptidos antimicrobianos implica una perturbacién en la envoltura celular bacteriana, se
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investigo si las células supervivientes al tratamiento con P4-9 presentaban alteraciones
funcionales en su envoltura celular. Una evidencia indirecta de la existencia de tales
alteraciones podria ser la demostracion de que, como consecuencia del PAE, la
envoltura de P. aeruginosa 4158 Ps4 fuera temporalmente permeable a sustancias
rechazadas por una envoltura celular funcional. Para estudiar esta hipdtesis, se tratd a
las células de Ps4 con P4-9 como en el apartado anterior y, tras la eliminacion del
péptido, las células se expusieron a concentraciones subinhibitorias de novobiocina, un
antibiotico al que P. aeruginosa 4158 Ps4 presenta resistencia intrinseca.
Concretamente, para estos ensayos se selecciond una concentracion de 1/8 de la CMI de
la novobiocina, pues en un experimento preliminar esta concentracion no produjo efecto
alguno sobre la curva de crecimiento de un cultivo de P. aeruginosa 4158 Ps4 sin tratar
con el péptido (apartado PAEP en Material y Métodos). Estos experimentos se

realizaron empleando las dos técnicas anteriormente descritas para el estudio del PAE.

En un primer experimento, el antibidtico se afiadié coincidiendo con el tiempo 0,
es decir inmediatamente después de los lavados de eliminacion del péptido. En este
experimento (tridngulos negros invertidos en la Figura 3.2-A), la adicion de la
novobiocina tuvo un efecto letal instantdneo en los cultivos que fueron pre-tratados con
P4-9, mientras que el cultivo control no tratado con P4-9 fue totalmente insensible a la
novobiocina (circulos negros). La sensibilidad al antibidtico del cultivo expuesto al
péptido probablemente indica que P4-9 produce un dafio sobre la envoltura de Ps4 que
persiste tras la retirada del péptido, y que se manifiesta en la perdida de la capacidad de
la célula para evitar la entrada de novobiocina. No se tiene constancia de que un
fendmeno asi se haya descrito con anterioridad, por lo que se acufié el término
“Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibidtico” (o en inglés, Post-Antibiotic Effect
associated Permeabilization (PAEP)) para definir el incremento transitorio en la
sensibilidad a un antibiotico que experimentan las células bacterianas como resultado de

una exposicién previa a un antimicrobiano.

En experimentos posteriores y para estudiar la duracion de la PAEP, la adicion
de la novobiocina se retraso progresivamente (1 h 6 2 h, es decir tiempo 1 (triangulos
blancos) o tiempo 2 (cuadrados negros), respectivamente, en la Figura 3.2-A) en
relacion con la reanudacion del crecimiento del cultivo tratado. Como se muestra en la
Figura 3.2-A, el efecto producido fue mas marcado y de mayor duracion cuanto mas

proxima al tiempo O se afiadia la novobiocina. Concretamente, cuando se afiadia el
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antibiotico en el tiempo 0 del ensayo, el cultivo tardaba 10,5 h en recuperar la poblacion
que tenia en el momento de la adicion de la novobiocina, mientras que este tiempo fue
de 9 y 6 horas si el antibiotico se afiadia a los tiempos 1 y 2, respectivamente. Este
hecho indica que la alteracion de la permeabilidad de la envoltura de Ps4 y por tanto la
PAEP persiste durante al menos dos horas tras la eliminacion del péptido. Cuando la
novobiocina se afiadio a las 3 h del comienzo de la monitorizacion, no se detecto
ninguna alteracion en la curva de crecimiento del cultivo (resultado no mostrado). Por
tanto, el experimento de la Figura 3.2 permitié deducir que el periodo PAEP de Ps4

tratado con P4-9 era inferior a 3 h.

El retraso en horas que un antimicrobiano produce en una poblacion cuando se
afiade durante el periodo PAEP se denomin6é como “Sensibilizacion en el periodo de
Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibidtico” (Sensitization during Post Antibiotic
Effect associated Permeabilization (S-PAEP)). Por tanto, el experimento de la Figura
3.2 permitio calcular que el S-PAEP de la novobiocina (Snovobiocina-PAEP) era de 10,5 h,
9 h y 6h dependiendo de que el antibidtico se afadiera en el tiempo 0, 1, 0 2 tras la

reanudacion del crecimiento, respectivamente.

Por otro lado, se investigé si las observaciones anteriores se podian reproducir
en la técnica turbidimétrica Bioscreen C, mucho menos laboriosa que el método de
recuento de viables. Como se muestra en la Figura 3.2-B, la PAEP en el Bioscreen C se
manifestd por un retraso en el crecimiento del cultivo tratado con novobiocina en
relacion al cultivo no tratado (ambos pre-tratados con P4-9). También en este caso, la S-
PAEP fue mayor cuando la novobiocina se afiadio justamente después de reanudarse el
crecimiento tras la eliminacion de P4-9 y los posteriores lavados (tiempo 0; 4,8 horas de
retraso). Dicho retraso se fue reduciendo a medida que aumentaba el tiempo entre la
eliminacién de P4-9 y la adicién de la novobiocina (2,7 y 0,45 horas de retraso en los
tiempos 1 y 2, respectivamente). De nuevo se observO mediante la técnica
turbidimétrica que la PAEP persistia al menos 2 h después de la eliminacion de P4-9,
pues la adicién de novobiocina a las 3 h no causo alteracion alguna de la curva de
crecimiento del cultivo (resultados no mostrados). Aunque algunos de los parametros
obtenidos mediante las dos técnicas no coincidieron, dado que el sistema automatizado
Bioscreen C posibilité cuantificar la PAEP y S-PAEP, y que este método ofrecid
numerosas ventajas respecto al recuento de viables, como mayor versatilidad y ahorro

de tiempo, se selecciono el ensayo turbidimetrico para los experimentos posteriores.
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Figura 3.2- Curvas de crecimiento de un cultivo de P. aeruginosa Ps4 tratado sélo con P4-9 (o) o con P4-
9 vy, después de la eliminacion del péptido, expuesto a novobiocina. Las células frescas en fase
exponencial se trataron con P4-9 a 2 veces la CMI del péptido durante 1 h y después se lavaron tres veces
en medio fresco atemperado a 37°C. El tiempo 0 de las gréaficas corresponde al comienzo de la
monitorizacion del crecimiento inmediatamente después del tercer lavado y tras la resuspension de las
celulas. Los cultivos pre-tratados con P4-9 se expusieron a novobiocina (1/8 de su CMI): v en el tiempo
0; A en el tiempo 1 h; m y en el tiempo 2 h. Como control, un cultivo sin tratar con el péptido se incub6
con novobiocina en el tiempo 0 (e). A: Técnica de recuento de viables. B: Técnica de analisis
turbidimétrico automatizado Bioscreen C.

Aprovechamiento de la PAEP por antibiéticos distintos a la novobiocina

Para evaluar si la PAEP causada por P4-9 en la cepa P. aeruginosa 4158 Ps4
posibilitaba la entrada a la célula de antibidticos diferentes de la novobiocina, se
repitieron los experimentos del apartado anterior empleando antibidticos de otras
familias y con mecanismos distintos de entrada al compartimento interno de la bacteria.
Los antibioticos seleccionados fueron una fosfomicina (fosfomicina), un macrélido
(eritromicina) una cefalosporina de primera generacion (cefalotina) y una de tercera
generacion (ceftazidima), asi como la rifampicina y una quinolona (ciprofloxacino). Se
eligieron estos compuestos porque la cepa Ps4 es naturalmente resistente a ellos, lo que

permitia detectar una potencial sensibilizacion derivada del PAEP.

De manera similar al apartado anterior, se realizaron experimentos preliminares

para identificar la concentracion del antibidtico que no producia efecto alguno sobre la
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curva de crecimiento de un cultivo de Ps4 sin tratar con el péptido. Las concentraciones
detectadas de esta manera fueron las siguientes: 1/8 veces de la CMI para el caso de la
eritromicina, fosfomicina, rifampicina y ciprofloxacino, 1/4 de su CMI para la

ceftazidima y 1/2 de su CMI para la cefalotina.

En la Figura 3.3 se muestran las curvas de crecimiento de Ps4 en Bioscreen C
tras el tratamiento con P4-9 y su posterior eliminacion, y el post-tratamiento con el
antibidtico seleccionado. En los tres casos estudiados, como ocurrié con la novobiocina,
se observé que la S-PAEP fue mayor cuanto menos tiempo transcurrié entre la
eliminacion de P4-9 y la adicion del antibiotico. Aunque la fosfomicina y la
eritromicina fueron capaces de aprovechar la PAEP y de retrasar significativamente el
crecimiento de Ps4, ninguno de los dos compuestos superd la accion de una dosis
equivalente de novobiocina (paneles 3.3-B y 3.3-C y compararlos con el panel 3.2-B).
Concretamente, la fosfomicina fue capaz de producir un retraso de 2,45 horas, mientras
que el mismo fendmeno tuvo casi el doble de duracién (4,8 h; Tabla 3.1.) cuando se
empled novobiocina. La eritromicina se mostré ain menos potente y causé un retraso de
la mitad de duracion (1,2 h; Tabla 3.1.) que el producido por la fosfomicina. No
obstante, estas diferencias de potencia entre antibioticos se atenuaron e incluso se
invirtieron cuando estos agentes se afiadieron después de una o dos horas de la
reanudacion del crecimiento. De hecho, en este Gltimo punto temporal, el retraso
causado por la fosfomicina cuadruplico el causado por la novobiocina (1,95 h frente a
0,45 h, respectivamente; Tabla 3.1). La cefalotina, la rifampicina y el ciprofloxacino
fueron los antibidticos que menores retrasos provocaron (0,6-0,8 h), aunque los dos
primeros ocasionaron S-PAEPs detectables incluso 2 h después de la reanudacion del

crecimiento.

Por altimo, la ceftazidima, a una concentracion cuatro veces inferior a su CMI
(CMI 64 pg/mL), inhibi6 el crecimiento de Ps4 pre-tratado con P4-9 con mas potencia
incluso que la novobiocina, y provocd un S-PAEP a tiempo 0 y 1 que supero las 14
horas (Figura 3.3-A y Tabla 3.1.).

En concordancia con lo descrito en el apartado anterior, la duracion de la PAEP
generada por P4-9 fue en todos los casos inferior a 3 h, pues la adicion de cualquiera de
los antibioticos en ese momento o0 a partir de él no causo alteraciones en la curva de

crecimiento del cultivo pretratado con el péptido.
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4 8 12 16
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Figura 3.3- Curvas de crecimiento obtenidas mediante Bioscreen C de un cultivo de P. aeruginosa Ps4
tratado con P4-9 (dos veces su CMI) durante 1 h, e incubado, tras la eliminacién de péptido y los lavados
posteriores (tiempo 0), con: ceftazidima (A), fosfomicina (B) o eritromicina (C): v inmediatamente después
de la reanudacion del crecimiento; A 1 hora después de la reanudacion del crecimiento; m 2 horas después de
la reanudacion del crecimiento; o control sin antibidtico pero tratado con el péptido. e control sin tratar con
el péptido, pero incubado a tiempo 0 con la misma cantidad de antibiético usada en el experimento.
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Tabla 3.1- Valores de Efecto Post Antibiotico (PAE) del péptido P4-9 y Sensibilizacion en

el periodo de Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiético (S-PAEP) en varias cepas

de P. aeruginosa determinados mediante la técnica automatizada Bioscreen C.

a . N Concentraci:én S-PAEP® ()
Cepa PAE®(h) PAEP"(h) Antibictico empleada (ug/mL)
(sub-CMI) 0 1 )
Psd 1.44 2-3 NOV 64 (1/8X) 48 2.7 0,45
2-3 FOS 64 (1/8X) 245 2.2 1,95
1-2* FOS 31 (1/16X) 1 0.6 <025
2-3 RIF 2(1/8X) 0.6 0,6 0,25
2-3 ERI 16 (1/8X) 1.2 0,95 0.9
2-3 CAZ 16 (1/4X) =14 =14 1.95
2-3 CAZ 4 (1/16X) 2 1,25 0,1
2-3 CEF 512 (112%) 0.8 0.7 0.7
0-1* CIP 0,25 (L/I8X) 0.7 <025 <025
0* GEN 0.5(14%) <025 <025 <025
PAOI® 19 2-3 NOV 64 (1/16X) 8,125 2.9 1,125
LCl1-6 0,75 2-3 NOV 512 (1/16X) 7.5 3,75 0,75
PAO1S 13 0-1 CAZ 0.5 (114X 1 <025 < (.25
PAAADDR2DR3 12 2-3 CAZ 16 (14X) 441 34 34

NOV, novobiocina; FOS, fosfomicina; RIF, rifampicina; ERI, eritromicina; CAZ, ceftazidima; CEF,
cefalotina; CIP, ciprofloxacino; GEN, gentamicina.
# Efecto postantibidtico.
® Periodo en el que se puede detectar Permeabilidad asociada al Efecto Postantibiético.
¢ Sensibilizacion en el periodo de Permeabilizacion asociada al Efecto Postantibidtico: retraso en h causado
por el antibidtico en el cultivo pretratado con el péptido en comparacion con un cultivo tratado con el péptido
pero no expuesto al antibidtico. Los tiempos en h (0, 1, 2) indican las horas transcurridas desde la
reanudacion del crecimiento hasta el momento de la adicion del antibiético. El umbral de deteccion
considerado fueron valores de S-PAEP superiores a 0,25 horas.
¢ Cepa PAO1 de nuestra coleccion; Departamento de Microbiologia. Universidad de Navarra.

¢ Cepa PAO1 facilitada por el Hospital de Son Dureta (Palma de Mallorca, Espafia) (Moya et al., 2009).

* El dato no refleja la PAEP total del péptido debido a la falta de efecto del antibiético empleado.

Los PAEs y S-PAEPs se obtuvieron a partir de curvas cuyos valores corresponden a la media aritmética de
las muestras por triplicado.

Caracterizacion fenotipica de la produccién de p-lactamasa AmpC en la cepa

clinica P. aeruginosa 4158 Ps4

Como se explico en la Introduccidn, P. aeruginosa produce una B-lactamasa

cromosomica

inducible

denominada AmpC con

capacidad para hidrolizar

cefalosporinas como la ceftazidima. La expresion basal de AmpC no es capaz por si

misma de conferir resistencia a las cefalosporinas, pero las cepas que sobreexpresan

dicha enzima adquieren resistencia a este grupo de antibioticos. El hecho de que Ps4
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fuera resistente a la ceftazidima sugeria que este aislamiento clinico podria
sobreexpresar AmpC. Sin embargo, la elevada sensibilidad mostrada por Ps4 a este
antibidtico durante la PAEP no concordaba bien con esta hipdtesis. Para investigar la
produccién de AmpC en Ps4, se determind la susceptibilidad de esta cepa a ceftazidima
en ausencia y presencia de un inhibidor especifico de AmpC, como la cloxacilina.
Como controles, se emplearon las siguientes cepas i) la cepa salvaje PAO1; ii) una cepa
derivada de PAO1 con una mutacion que provoca la inactivacion del regulador AmpD
(PAAAD), lo que da lugar a una expresion de AmpC superior al nivel basal pero todavia
sensible a la induccion (no desreprimida); iii) una cepa mutante triple derivada de PAO1
que posee tres mutaciones en los genes reguladores ampD, ampDh2 y ampDh3, y que
presenta una sobreexpresion establemente desreprimida de AmpC (Moya et al., 2009).

Es de destacar que la ceftazidima es un inductor débil de la AmpC (Jacoby et al., 2009).

En la Figura 3.4 se muestra la inhibicion provocada por la ceftazidima en las
cuatro cepas estudiadas, en ausencia (izquierda) y presencia (derecha) de cloxacilina.
Tanto PAO1 como PAAAD mostraron una susceptibilidad (didmetro en el halo de
inhibicion) similar a la ceftazidima en presencia y ausencia de inhibidor, lo que es
indicativo de que no presentan AmpC desreprimida. Por el contrario, la cepa triple
mutante con AmpC establemente desreprimida y el aislamiento clinico Ps4 muestran un
aumento considerable en los halos de inhibicion en presencia de cloxacilina con
respecto al control sin cloxacilina. Esto indica que, fenotipicamente, ambas cepas
producen una [B-lactamasa AmpC desreprimida, es decir, la enzima es expresada a
niveles altos sin necesidad de una induccion previa. Esta observacién implica que la
resistencia a la ceftazidima de la cepa clinica Ps4 depende, al menos en parte, de la

expresion de una B-lactamasa AmpC desreprimida.
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PAAADADh2ADA3 PAAAD PAO1

Ps4

Figura 3.4- Deteccién fenotipica de la produccién de AmpC desreprimida basada en un ensayo de
susceptibilidad a ceftazidima en ausencia (paneles izquierdos) y presencia (paneles derechos) de un
inhibidor de AmpC (cloxacilina; CLO) y en medio agar MHA. Las cepas empleadas fueron de arriba a
abajo las siguientes: la cepa salvaje PAO1; un mutante de PAOl (PAAAD) que presenta un nivel
moderado de expresion de AmpC, pero no desreprimida; un ftriple mutante de PAO1
(PAAADADNK2ADM3) con sobreexpresion de AmpC establemente desreprimida y el aislamiento clinico
de Pseudomonas aeruginosa 4158 (Ps4).
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Determinacion de la PAEP en un mutante de P. aeruginosa que sobreexpresa

cefalosporinasa AmpC y su sensibilizacion a la ceftazidima

Los resultados del apartado anterior indican la presencia en Ps4 de una enzima
AmpC desreprimida. Como se mostré en la Figura 3.3-A, la ceftazidima aprovechd la
PAEP provocada por P4-9 y sensibiliz notablemente al aislamiento clinico Ps4. Estos
resultados sugieren que la PAEP puede ser empleada por antibidticos B-lactdmicos para
neutralizar mecanismos de resistencia basados en la superproduccion de B-lactamasas.
Sin embargo, los resultados no fueron totalmente concluyentes al no estar
completamente caracterizados los mecanismos de resistencia de Ps4. Para intentar
confirmar estas observaciones, se repitieron los ensayos mostrados en la Figura 3.3.A
empleando la cepa PAAADADK2Dh3, un mutante isogénico de PAO1 que sobreexpresa

la cefalosporinasa AmpC de forma establemente desreprimida (apartado anterior).

Como se muestra en la Tabla 3.1, el valor del PAE de P4-9 en el triple mutante
PAAADDN2Dh3 (CMlcaz de 64 pg/mL), 1,2 horas, fue similar al detectado en Ps4
(CMlicaz de 64 pg/mL) (1,44 h), lo que indica que el dafio provocado por P4-9 es
similar en ambas cepas. El hecho de que también en el triple mutante la PAEP causada
por P4-9 fuera de al menos dos horas, como en todos los casos anteriores, confirma esta
observacion. Por otra parte, la ceftazidima también fue capaz de sensibilizar al triple
mutante en el tiempo que duré la PAEP, provocando retrasos de entre 4,4 y 3,4 horas de
duracion en comparacion con el cultivo pretratado con el péptido pero no tratado con el
antibidtico. Estos resultados confirman que un -lactamico puede inhibir el crecimiento
de una cepa superproductora de B-lactamasas aprovechando la PAEP. No obstante, el
triple mutante se mostr6 notablemente mas resistente a la accion de la ceftazidima que
Ps4, cuyos valores de S-PAEP a este antibi6tico fueron mayores de 14 horas, incluso 1
hora después de la reanudacion del crecimiento (Figura 3.3-A y Tabla 3.1), lo que
confirma la gran importancia de la produccion desreprimida de AmpC en la resistencia
a la ceftazidima. En condiciones equivalentes, la cepa PAO1l (CMlcaz 2 pug/mL) se
mostré mas resistente, presentando un S-PAEP de sélo una hora a tiempo 0 de la
adicion de la ceftazidima. Esta observacion esta evidentemente en relacion con la baja
cantidad de ceftazidima que hubo que emplear en este ensayo (0,5 pg/mL, es decir, ¥4
de la CMIcaz de PAOL) para no inhibir a esta cepa, combinada con la expresion basal

de AmpC que PAOL1 posee.
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A: PAO1 B: PAAADDKh2Dh3
- 2.0 ;

D'O600

4 8 12 16 4 8 12 16
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Figura 3.5- Curvas de crecimiento obtenidas en Bioscreen C de las cepas PAO1 (A) o PAAADADh2Dh3
(B), un mutante derivado de PAO1 que sobreexpresa la cefalosporinasa AmpC, tratadas con P4-9 (2 veces
su CMI) durante 1 h e incubadas tras la eliminacién del péptido y los posteriores lavados (tiempo 0) con
ceftazidima: V¥ inmediatamente después de la reanudacion del crecimiento; A 1 hora después de la
reanudacion del crecimiento; m 2 horas después de la reanudacion del crecimiento; © control tratado con
P4-9 pero sin antibidtico; e control no tratado con P4-9 pero incubado a tiempo 0 con una concentracion

del antibidtico idéntica a la empleada en el ensayo. En ambos casos las cepas se trataron con ¥ de su CMI
a la ceftazidima, es decir 0,5 pg/mL para PAOL y 16 pug/mL para el triple mutante)

Susceptibilidad de mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa distintos
de AmpC a la PAEP provocada por P4-9

Los resultados anteriores sugieren que el péptido P4-9 produce una alteracion en
la envoltura de P. aeruginosa 4148 Ps4 que persiste tras su eliminacion y que puede ser
aprovechada, al menos durante dos horas, por diferentes antibidticos a concentracion
subinhibitoria para ejercer un efecto inhibitorio y/o letal. Ademas, la sensibilizacion
producida fue suficiente para neutralizar un importante mecanismo de resistencia de P.
aeruginosa, la sobreexpresion de la cefalosporinasa AmpC. Para estudiar si la PAEP
podia ser aprovechada por antibioticos sustrato de otros mecanismos de resistencia para
vencer esos mismos mecanismos, se determind la PAEP de P4-9 sobre cepas mutantes
de P. aeruginosa con mecanismos de resistencia conocidos. Concretamente, se
selecciond el mutante P. aeruginosa LC1-6, una cepa que presenta una sobreexpresion
de la bomba de expulsion MexAB/OprM. Como antibiotico sustrato del sistema se
escogid la novobiocina. Como control a efectos comparativos, se empled la cepa PAO1L,

de la cual deriva el mutante en estudio.
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En experimentos previos, se comprobd que la concentracion de antibidtico
seleccionada (16 veces inferior a su CMI sobre LC1-6) no producia ninguna inhibicién
sobre el crecimiento del mutante sin tratar con el péptido. Como se observa en la Figura
3.6-B, P4-9 provoco un PAE de menor intensidad en LC1-6 (0,75 horas; Tabla 3.1) que
en la cepa parental PAO1 (PAE =1,9 horas; Tabla 3.1). Este hecho sugiere que el
péptido podria ser sustrato de la bomba de expulsién MexAB-OprM. Es de destacar que
esta cepa PAO1 es de distinto origen a la cepa PAO1 de la que deriva el mutante
PAAADDN2Dh3 (apartado anterior). Sin embargo, aunque el péptido causo
aparentemente mas dafio a la cepa parental que al mutante LC1-6, las S-PAEP obtenidas
con novobiocina fueron comparables en ambas cepas (Tabla 3.1.). Incluso PAO1L se
mostrd algo mas resistente al antibi6tico que el mutante tras 1 h de incubacion (2,9 vs.
3,75 h, respectivamente; Tabla 3.1). Finalmente, la sobreexpresién de la bomba de
expulsién no se tradujo en una disminucion en la duracion de la PAEP, que fue similar

(al menos 2 h) en ambas cepas.

A: PAOI1- Novobiocina B: LC1-6- Novobiocina
2,0,
1,9 1
1,0 |

0,5 1

Tiempo (h)

Figura 3.6- Curvas de crecimiento obtenidas mediante el Bioscreen C de las cepas (A) PAOly (B) LC1-
6 (un mutante derivado de PAO1 que sobreexpresa la bomba MexAB-OprM) tratadas con P4-9 (2 veces
su CMI) durante 1 h e incubadas tras la eliminacion del péptido (tiempo 0) con un antibidtico sustrato de
la bomba, la novobiocina. El antibidtico se afiadié en los tiempos indicados tras la reanudacion del
crecimiento: v inmediatamente después; A 1 hora después; m 2 horas después; o control tratado con P4-9
pero sin antibidtico; e control no tratado con P4-9 pero incubado a tiempo O con una concentracion del
antibiotico idéntica a la empleada en el ensayo. En ambos casos, las cepas se trataron con 1/16 de su CMI
a la novobiocina, es decir 64 pg/mL para PAO1 y 512 ug/mL para el mutante.
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Evaluacion del efecto permeabilizante producido por P4-9 sobre la envoltura de P.

aeruginosa mediante microscopia de fluorescencia

En los apartados anteriores, la PAEP de P4-9 se estudio de manera indirecta,
cuantificando la sensibilizacion a un antibiético que el péptido provocaba en P.
aeruginosa durante el tiempo de duracion de este fendmeno. Para estudiar la PAEP de
manera mas directa, se evaluo el dafio producido por el péptido P4-9 sobre la envoltura
de P. aeruginosa mediante microscopia de fluorescencia empleando la cepa PAO1-gfp,
un mutante derivado de la cepa salvaje PAO1 gque expresa constitutivamente el gen de la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein; GFP). Para estos ensayos, se usd
el protocolo de efecto postantibidtico descrito anteriormente, es decir, un pretratamiento
con el péptido durante 1 h a una concentracion dos veces superior a su CMI seguida de
la eliminacion del péptido mediante lavados por centrifugacion. Posteriormente, las
células se trataron con ioduro de propidio (IP). Se ha descrito que el IP es excluido por
la envoltura célular cuando el organismo esta vivo, pero puede penetrar y tefiir la
bacteria si ésta muere. De esta manera, se esperaba que las células vivas mantuvieran la
fluorescencia verde caracteristica de la proteina GFP, mientras que las células muertas
se tifieran de rojo, debido a la incorporacién de IP en su interior por la pérdida de
integridad de su envoltura.

En la Figura 3.7 se muestran imagenes representativas del aspecto de las células
PAO1-gfp tratadas con P4-9 o polimixina B tras la eliminacion del agente
antimicrobiano mediante lavado. Como se puede observar, la practica totalidad de las
celulas tratadas con polimixina B se tifieron de color rojo, lo que es indicativo de una
potente accion letal de este agente sobre las células. Este efecto es el previsible en un
péptido que es rapidamente bactericida a su CMI. Por el contrario, muy pocas células
tratadas con el péptido P4-9 en las mismas condiciones aparecieron tefiidas de color
rojo. De hecho, la mayoria de células adquirieron una gama de colores que oscil6 entre
el verde y el amarillo, muy probablemente debido a la superposicion de las longitudes
de onda verde de GFP y roja de IP. Esta observacion indica que un porcentaje
significativo de células tratadas con P4-9 permanece viable, o que no es de extrafiar,
dado que la CMB de este péptido es bastante mas alta que su CMI (CMI 16 pg/mL;
CMB 128 pg/mL).
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Sin tratamiento Sin tratamiento 1/10

Polimixina B PolimixinaB_1/10
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Figura 3.7- Evaluacién del efecto permeabilizante producido por P4-9 sobre la envoltura de P.
aeruginosa PAO1-gfp mediante microscopia de fluorescencia. Se muestran imégenes representativas
obtenidas a 1000 aumentos de células control sin tratamiento (paneles superiores), tratadas con polimixina B
a 2 veces su CMI (paneles intermedios) y tratadas con P4-9 a 2 veces su CMI (paneles inferiores) durante una
hora, tras tres lavados por centrifugacion (para eliminar el péptido en los 4 paneles inferiores) y una posterior
incubacion con ioduro de propidio. La obtencion de imagenes se realiz6 sobre muestras sin diluir (paneles de
la izquierda) o diluidas diez veces (paneles de la derecha). Las células vivas emiten fluorescencia verde
(debido a la expresion de la proteina gfp) y las células muertas se observan de color rojo (debido a la entrada
de ioduro de propidio). Las células amarillas probablemente representen células viables que han perdido la
capacidad de excluir el ioduro de propidio por dafio o alteracion en su envoltura celular. La barra equivale a
una longitud de 5 pm.
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Visualizacion de posibles alteraciones producidas por P4-9 sobre la envoltura de P.
aeruginosa mediante microscopia de fuerza atémica (atomic force microscopy,
AFM)

Para intentar visualizar posibles alteraciones producidas por P4-9 en la
superficie de P. aeruginosa, se trataron células de la cepa Ps4 con el péptido a dos veces
su CMI vy las células lavadas se observaron mediante microscopia de fuerza atdmica
(AFM). Ademas, para estudiar la posible persistencia de las lesiones causadas por el
péptido, también se obtuvieron imégenes de células tratadas con P4-9 a las que se
permitid crecer en medio MH durante 1 6 2 h después de dicho tratamiento. EI AFM es
un instrumento mecano-optico capaz de rastrear la topografia de una muestra mediante
una sonda (cantilever) acoplada a un liston flexible provisto de un laser que cambia su
difraccion segun la rugosidad de la superficie. El constante escaneo fisico de la muestra
produce imagenes bidimensionales o tridimensionales dotadas de una elevada
resolucion y en las que es posible determinar con gran precision la profundidad de
campo. En estas imagenes, las zonas mas claras corresponden a regiones mas elevadas y

las mas oscuras se asocian con areas mas profundas.

La imagen de la Figura 3.8-A se obtuvo sobre células no tratadas y fue tomada
con poco aumento para evaluar si el aspecto de las células era homogéneo. Estas
imagenes mostraron que la superficie de las células sin tratar era clara y aparentemente
muy lisa, sin surcos, poros o fisuras. Este fue el aspecto de la mayor parte de las células
control observadas (n=15). Por el contrario, las imagenes equivalentes tomadas sobre
bacterias tratadas con PMB revelaron la presencia de células oscuras y de aspecto
rugoso. Ademas, se observaron diferencias de tonos y de intensidad de luz entre los
distintos individuos, lo que refleja una gran heterogeneidad en la poblacién (Figura 3.8-
B). Las imagenes de células individuales tomadas a mayor aumento confirmaron estas
observaciones. Asi, la superficie de las células tratadas con PMB tenia un aspecto muy
rugoso y alternaba zonas muy oscuras con otras més claras (Fig. 3.8-D). Por el
contrario, las células no tratadas con el péptido poseian una envoltura clara, homogénea

y aparentemente sin irregularidades (Fig 3.8-C).

El AFM permite explorar el perfil topografico de superficies con una gran

resolucion. Para caracterizar con mayor detalle el efecto de la PMB sobre la envoltura
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de P. aeruginosa, se obtuvo el perfil de la seccién indicada con una linea negra en la
Figura 3.8-D y se compar6 con un perfil equivalente tomado de una célula sin tratar
(linea negra en Figura 3.8-C). Como se observa en la Figura 3.8-F, el analisis de la
superficie de la célula tratada con PMB proporciond un perfil en sierra que alternaba
zonas elevadas hasta 5 nm sobre la superficie con regiones que se hundian hasta 15 nm
por debajo de ella. En cambio, la exploracion de la superficie de la célula no tratada
reveld una topografia muy regular sin zonas hundidas y con algun area que se elevaba
suavemente desde la superficie celular (Figura 3.8-E). No obstante, las diferencias mas
marcadas entre las bacterias tratadas y sin tratar, se observaron al comparar las
imagenes tridimensionales generadas por el AFM. Mientras que la forma curvada y
alargada tipica de un bacilo era facilmente reconocible en la célula control, la superficie
del microorganismo tratado con PMB aparecia profundamente alterada y desorganizada
(Figuras 3.8-G y 3.8-H, respectivamente).

Por otra parte, las células tratadas con P4-9 y procesadas para AFM justamente
después de la eliminacion del péptido (Figura 3.9-A) mostraron cierta similitud con las
bacterias tratadas con PMB, observandose una heterogeneidad en las envolturas con
zonas mas grises (profundas) que alternaban con zonas mas claras (protuberancias). Esta
heterogeneidad se puso de manifiesto con més claridad a mayor aumento (Figura 3.9-
B), aungque también se observd que algunas células poseian aun zonas de su envoltura
bien organizadas y ésta estaba menos alterada en general que en las bacterias tratadas
con PMB. El analisis del perfil topogréfico de las células tratadas con P4-9 revel6 una
grafica en sierra similar a la observada en las células tratadas con PMB, aunque en este
caso las diferencias de desnivel entre las zonas mas profundas y las mas elevadas (-5 nm
y +10 nm, respectivamente vs. -15 nm y +5 nm) no fueron tan marcadas. El aspecto
general de la células mejord en la poblacién bacteriana procesada para AFM después de
crecer en ausencia del péptido durante 1h (resultados no mostrados). En general, en
estas células se observd mas abundancia de zonas claras y su perfil revel6 que poseian
una superficie menos alterada que en el caso anterior (Figura 3.9-D y 3.9-E). Sin
embargo, en la envoltura de estas células se detectd una rugosidad muy uniforme,
aunque de pequefia magnitud, con una diferencia entre “picos” y “valles” de
aproximadamente 1 nm (perfil en Figura 3.9-E realizado a través de la seccidn indicada

por la linea negra de la Figura 3.9-D).
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Figura 3.8- Imagenes obtenidas mediante AFM de la cepa clinica P. aeruginosa 4158 Ps4 sin tratar
(bloque izquierdo de la Figura) y tras el tratamiento con PMB (2 veces su CMI) durante 1 hora (bloque
derecho de la Figura). De cada cultivo se obtuvo: una imagen general (A,B); una imagen detallada de la
imagen anterior (C,D); una seccién longitudinal de la superficie de la imagen detallada (E,F); Imagen en
3D (G,H).
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En cambio, los ensayos realizados con células que se habian cultivado en
ausencia del péptido durante dos horas tras el tratamiento con P4-9, revelaron una
poblacion bacteriana mas homogénea y més similar a la del control sin tratar (Figura
3.9-F). Esta observacion se confirmd tras analizar el perfil de la seccion indicada por la
linea negra de la Figura 3.9-F, que revel6 una envoltura homogeénea y lisa mucho mas
similar a la de las células control sin tratar (Figura 3.9-G). No obstante, este Gltimo
andlisis permitié detectar zonas en la que persistia una leve rugosidad (comparar perfil
de Figura 3.9-G con perfil de Figura 3.8-E), lo que sugiere que incluso tras dos horas de
crecimiento en ausencia del péptido la envoltura de estas bacterias ain permanece

ligeramente alterada.
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Figura 3.9- Imégenes obtenidas mediante AFM de la cepa clinica P. aeruginosa 4158 Ps4 tras el
tratamiento con P4-9 (2 veces su CMI) durante 1 hora. Tras la eliminacion de P4-9, las células se
recogieron y se procesaron para AFM, bien inmediatamente después de la eliminacion de P4-9 (A imagen
general; B imagen detallada), o bien tras una hora (D) o tras dos horas (F) de re-crecimiento a 37 °C. El
perfil de la seccion indicada por la linea negra en los paneles B, D y F se muestra en los paneles C, Ey G,
respectivamente.
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Capacidad de agentes antimicrobianos distintos a P4-9 para provocar PAEP en

Pseudomonas aeruginosa Ps4

Para confirmar si la capacidad de provocar PAEP era 0 no exclusiva de péptidos
catiénicos como P4-9, se repitieron los ensayos anteriores empleando antibioticos
pertenecientes a diferentes familias y que poseian un mecanismo de accién distinto al de
P4-9. Los antibiodticos seleccionados fueron gentamicina, ciprofloxacino, imipenem y
polimixina B. Como en los experimentos previos, la concentracion utilizada para cada
antibiotico fue de dos veces su correspondiente CMI, que en todos los casos oscil6 entre
1 y 2 ug/mL (Tabla 3.2). Inmediatamente después del lavado y eliminacién del agente
antimicrobiano, o bien tras dejarlas crecer 1 o0 2 horas en MH a 37 °C, las células se
expusieron a concentraciones subinhibitorias de novobiocina. Concretamente, para estos
ensayos se selecciond una concentracion de 1/8 de la CMI de la novobiocina, pues en
experimentos preliminares esta concentracién no produjo efecto alguno sobre la curva
de crecimiento de un cultivo de Ps4 sin tratar con el péptido. Estos ensayos se realizaron
empleando las técnica turbidimétrica Bioscreen C descrita anteriormente.

En correspondencia con lo descrito por otros autores, tanto la gentamicina como
el ciprofloxacino causaron PAEs sobre P. aeruginosa. Concretamente, este ultimo
antibiético mostrd el doble de potencia que el primero causando un retraso de 1,5 h
frente a las 0,75 h del aminoglucésido (Tabla 3.2). Por su parte, la PMB fue capaz de
provocar un PAE muy débil, de sélo 0,1 h, mientras que dicho efecto fue indetectable
en el caso del imipenem. Como se observa en la Tabla 3.2, Unicamente para la PMB se
detecto la existencia de PAEP, que como en el caso de P4-9, fue superior a 2 h pero
inferior a 3 h. Concretamente, cuando la novobiocina se afiadio en el tiempo 0, es decir,
justamente después de reanudar el crecimiento tras la eliminacion de PMB, se detectd
un retraso (S-PAEPNov) de 3,2 horas. De manera similar a lo que ocurrié con P4-9, las
células tratadas con PMB presentaron S-PAEPs gradualmente mas cortos conforme se
espaciaba la adicion del antibidtico con respecto a la reanudacion del crecimiento. En
concreto, los valores de S-PAEPNov fueron de 2,7 y 1,11 horas tras 1 h y 2 h de
recrecimiento, respectivamente. Es de destacar que los valores de S-PAEP obtenidos
para P4-9 en ensayos similares fueron de 4,8 h, 2,7 h y 0,45 h. Por tanto, aunque P4-9
superd inicialmente a la PMB en la magnitud del S-PAEP (tiempo 0 h), el
comportamiento fue el inverso en la segunda hora, mientras que los agentes se igualaron

en el periodo intermedio.
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Tabla 3.2- Valores de Efecto Post Antibidtico (PAE), Permeabilidad Asociada al Efecto
Postantibiotico (PAEP) de antibioticos y Sensibilizacién a la novobiocina durante el
periodo PAEP en la cepa clinica P. aeruginosa Ps4 determinados mediante la técnica

automatizada Bioscreen C

Pre- CMI/CMB C‘:;fg‘l:z;;o" PAE' PAEP Snov-PAEP" (h)

tratamiento (ng/mL) (ne/mL) (h) (h) 0 | )
GEN 2/2 4 0,75 0 <0,25 <025 <0,25
CIP 2/2 4 1,5 0 <0,25 <025 <0,25
IMI 2/2 4 0 0 <0,25 <025 <0,25
PMB 1/1 2 0,1 2-3 3.2 2,7 1,1

CIP, ciprofloxacino; IMI, imipenem; GEN, gentamicina; PMB, polimixina B.

@ Efecto postantibidtico.

®Periodo en el que se puede detectar Permeabilidad Asociada al Efecto postantibidtico.

¢ Sensibilizacion a la novobiocina durante el periodo PAEP: retraso en h causado por el antibiético en el
cultivo pretratado con el péptido en comparacién con un cultivo tratado con el péptido pero no expuesto
al antibidtico. Los tiempos en h (0, 1, 2) indican las horas transcurridas desde la reanudacion del
crecimiento hasta el momento de la adicion del antibidtico. Los S-PAEP fueron cuantificados a diferentes
tiempos tras la eliminacion del pre-tratamiento antibidtico.
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DISCUSION

Péptidos derivados de la lactoferricina humana con actividad permeabilizante

mejorada

Este trabajo demuestra que, mediante un analisis cuantitativo de relaciones
estructura actividad (QSAR), es posible disefiar péptidos con capacidad permeabilizante
mejorada. Este hecho confirma nuestra hipétesis de trabajo. Aunque la mejora de la
capacidad antimicrobiana de péptidos antimicrobianos ha sido objeto de numerosos
estudios, no tenemos constancia de que nadie haya investigado antes las bases

estructurales de la actividad permeabilizante de estos compuestos.

En trabajos previos, nuestro grupo también empled un analisis QSAR con éxito
para mejorar la capacidad antimicrobiana y antiendotéxica de péptidos y lipopéptidos
(generaciones P1, P2 y P3) derivados del dominio de unién al LPS de la lactoferricina
humana (Sanchez-Gémez et al., 2008). El presente trabajo se basa en dos observaciones
realizadas durante la caracterizacion de los péptidos P1. Por una parte, nuestros estudios
revelaron que los mejores antimicrobianos no se correspondian con los permeabilizantes
mas potentes (Sanchez-Gomez et al., 2008; Sanchez-Gémez, 2008), lo que sugeria que
ambas actividades podian tener bases estructurales distintas. Por otra parte, un anélisis
preliminar de las secuencias de los péptidos P1 y de sus actividades permeabilizantes
permitid deducir posibles descriptores de esta Gltima actividad. Una vez disefiada la
generacion P2 (con la intencion de mejorar, no la actividad permeabilizante de la
generacion anterior, sino la bactericida), estos descriptores se emplearon con éxito para
predecir la actividad permeabilizante de los péptidos P2 (Sanchez-Gomez et al., 2011).
Este ultimo resultado sugeria que era posible disefiar péptidos con capacidad
permeabilizante mejorada mediante un disefio racional. Este fue el primer objetivo del

presente trabajo.

Como se sefiald anteriormente, el analisis QSAR empleado se basé en los datos
experimentales de los péptidos P1 y P2, puesto que ninguno de los compuestos P3
(muchos de ellos lipopéptidos) superaba la capacidad permeabilizante de los mejores
péptidos P2. Nuestros resultados demuestran que la mayoria de los péptidos de la
generacion P4 formaron combinaciones sinérgicas con la novobiocina frente a la cepa

clinica multiresistente P. aeruginosa 4158 Ps4 en cualquiera de los medios utilizados.
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Concretamente, el porcentaje de péptidos P4 con CIF < 0,5 fue del 65 % en medio de
cultivo MHNA 'y del 55 % en el medio con mayor concentracion de cationes divalentes
(MHA). Los mejores péptidos permeabilizantes de esta cuarta generacion mostraron, en
general, mejor actividad permeabilizante que los mejores peptidos de la generacion P2,
Asi, Unicamente uno de los seis mejores péptidos de la generacion P2 fue capaz de
reducir la CIF por debajo de 0,5 en cualquiera de los medios empleados, en cambio, los
mejores péptidos de la generacion P4 actuaron en sinergia tanto en MHA como MHNA.
Un ejemplo claro de mejora de la actividad es el péptido P4-1, que muestra una CIF de
0,08 en cualquiera de los medios empleados, superando al permeabilizante mas potente
de la segunda generacion, P2-15 (CIF de 0,111 y 0,216 en MHA y MHNA,

respectivamente).

Por otro lado, los datos de CCMI demuestran que los péptidos de esta nueva
generacion fueron capaces de ejercer su actividad potenciadora a concentraciones
mucho menores que las de los mejores compuestos de la generacién anterior. Por
ejemplo, P4-2 redujo 256 veces la CMI de la novobiocina a una concentracion de 6,25
pug/mL en medio MHNA, mientras que la reduccion equivalente con el péptido méas
activo a baja concentracion de la generacion P2 (P2-27) fue de 8 veces. Una vez mas, el
péptido P4-1 ejemplifica bien la optimizacién de la capacidad potenciadora de
antibidticos. Este péptido (PFWRRFWRRR-NH,), que deriva directamente del péptido
P2-27 (FWRRFWRR-NH,) por adicién de una prolina (P) y de una arginina (R) en los
extremos amino y carboxi terminales, respectivamente, supera ampliamente la
capacidad potenciadora de la novobiocina de su compuesto parental (ClFp,.o7= 1,048;
CIFps.1= 0,08; medio MHA). Estos datos sugieren que los compuestos P4 poseen mayor
afinidad por la membrana de P. aeruginosa que los compuestos parentales. No obstante,
es necesario realizar estudios mas detallados (por ejemplo, mediante calorimetria
isoterma de titulacion con LPS de P. aeruginosa purificado) para demostrar esta

hipétesis.

Algunas observaciones previas sugerian que una mejora de la actividad
permeabilizante podia reducir la actividad antimicrobiana de péptidos derivados de
lactoferricina humana (Sanchez-Gémez, 2008). Para investigar esta posibilidad, se
determind la CMI de los péptidos P4 sobre P. aeruginosa 4158 Ps4. Esta cepa se

caracterizo parcialmente en estudios anteriores (Sanchez-Gomez, 2008), y en el presente
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trabajo se demostré que producia una B-lactamasa AmpC desreprimida, lo que explica
su resistencia frente a todos los antibidticos B-lactdmicos excepto los carbapenemes.
Contrariamente a lo esperado, en general los péptidos P4 superaron a los compuestos P2
también en actividad antimicrobiana. En concreto, el 18,2 % de los péptidos de la
generacion P2 (10 de 55) frente al 35 % (7 de 20) de los péptidos P4, mostraron una
CMI < 64 pg/mL sobre P. aeruginosa 4158 Ps4 en medio MHNA. Ademas, frente a
esta misma cepa, los péptidos P4-8 y P4-9 presentaron una CMI de 8 pg/mL, mientras

que ningln péptido de la generacion anterior alcanzd unas CMIs tan bajas.

Por otra parte, el aislamiento clinico Bordetella bronchiseptica 11844, fue la
cepa que se mostrd mas sensible a los péptidos. Asi, el 85 % (17 de 20) de los péptidos
P4 logré inhibir el crecimiento de esta cepa a una concentracién igual o inferior a 32
pg/mL, mientras que para los péptidos de la generacion P2, ese porcentaje fue del 63,6
% (35 de 55). Probablemente, la notable diferencia de sensibilidad a los péptidos
catidnicos de B. bronchiseptica y P. aeruginosa radica en el hecho de que el primer
organismo produce un lipopolisacarido con una cadena O mucho mas corta que la del
segundo (Caroff et al., 2001). En apoyo de esta hipotesis, en experimentos con mutantes
de Salmonella con cadena O progresivamente mas corta, nuestro grupo demostro que la
actividad antimicrobiana del péptido LF11 (del que se deriva la generacion P1) se

reduce conforme aumenta la longitud de la cadena O del LPS (Japelj et al., 2007).

Aunque la PMB super6 ampliamente a los péptidos P4 en capacidad
antimicrobiana frente a los tres organismos gramnegativos ensayados, la mayoria de
nuestros compuestos mejoraron la CMI de la PMB sobre S. aureus. De hecho, el 70 %
(14 de 20) de los péptidos P4 logré CMIs iguales o inferiores a 32 pg/mL (la CMI de la
PMB sobre S. aureus), incluyendo cuatro compuestos con una CMI de 4 pg/mL (P4-9,
P4-17, P4-19, P4-20) y uno con CMI de 2 pg/mL (P4-18). La buena actividad frente a
grampositivos de los péptidos derivados de la lactoferricina ya habia sido observada en
generaciones anteriores (Sanchez-Goémez et al., 2011). No obstante, nuestros resultados
muestran que también esta actividad mejor6 de una generacién a la siguiente. Asi, el 70
% de los péptidos de la generacion P4 logro inhibir el crecimiento de S. aureus a una
concentracion igual o inferior a 32 pg/mL, mientras que solo el 36,3 % de los péptidos
P2 presentd una actividad equivalente. Aungue se ha descrito que la carga negativa de

los acidos teicoicos, lipoteicoicos o el fosfatidilglicerol de la envoltura de las bacterias
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grampositivas podria facilitar la interaccion inicial de los péptidos antimicrobianos con
la envoltura de grampositivos (Peschel et al., 1999; Senyurek et al., 2009; Vorland et
al., 1999a; Vorland et al., 1999b), no conocemos qué caracteristicas son responsables de
la actividad antimicrobiana de nuestros compuestos frente a estos organismos.
Actualmente, estamos investigando si los péptidos potencian la accion de antibidticos

frente a cepas clinicas de grampositivos.

Por otro lado, se evalud la toxicidad de los péptidos sobre una linea celular de
fibroblastos obtenidos de la dermis humana. A diferencia de otras lineas celulares
empleadas en estudios de toxicidad, la estirpe usada en nuestro estudio no es inmortal ni
deriva de un proceso canceroso, lo que permite obtener conclusiones de mayor
relevancia clinica (Riedl et al., 2011). Ademaés, la cuantificacion mediante el pardmetro
“concentracion maxima inhibitoria 50” (ICsp), es decir, la concentracién de péptido
necesaria para inhibir el crecimiento del 50 % de las células, facilita la comparacién del
grado de toxicidad de los péptidos. Finalmente, en los estudios de hemdlisis se
emplearon dos tiempos de tratamiento para poder investigar una posible actividad litica
aguda o temprana (30 minutos) y tardia (24 horas) de los péptidos. Nuestros resultados
revelaron que los péptidos P4 no tenian apenas capacidad inhibitoria sobre los
fibroblastos, incluso cuando se usaron concentraciones de los péptidos muy superiores a
las necesarias para causar inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa. Asimismo, los
péptidos mostraron una capacidad muy reducida para lisar eritrocitos humanos. De
hecho, salvo los péptidos P4-11, P4-17 y P4-18 (ICso de 30-40 pg/mL a las 24 h), el
resto de los compuestos apenas presentd capacidad hemolitica. Este hecho sugiere que
estos péptidos, en general, poseen una elevada especificidad por la membrana de células

procariotas.

En relacion con otras interacciones bioldgicas, como las que ocurren entre un
receptor y su ligando (Kg avidina-estreptavidina ~ 10° nM) (Livnah et al., 1993) o un
anticuerpo y su antigeno (Kq = 1 nM) (Friguet et al., 1985), la afinidad de los péptidos
antimicrobianos por sus dianas moleculares es menor (Kq Lps-pms = 500 nM) (David,
2001). Este hecho disminuye la especificidad de la interaccion y probablemente
explique que el estudio de correlacion entre los pardmetros bioldgicos revelara una
asociacion positiva entre la toxicidad (citotoxicidad y hemdlisis) y la CMI de los

compuestos P4. Se ha descrito que el blanco de accidn de los péptidos antimicrobianos
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en las membranas celulares eucarioticas, son las moléculas de naturaleza anfipatica,
como los fosfolipidos (Papo et al., 2002). Un andlisis de estructura-actividad realizado a
posteriori sugiere que aquellos péptidos P4 cuya secuencia contiene un bajo nimero de
triptofanos, una alta densidad basica, un angulo hidrofoébico amplio (y de P4-18= 240°)
y un momento hidrofébico elevado (> 9 en P4-17 y P4-18) son los mas hemoliticos
(definicidn de estos parametros en el apartado 5 de la Introduccién). Estos célculos se
realizaron en el programa de prediccion de estructuras MPEx (Membrane Protein

Explorer (http://blanco.biomol.uci.edu)) asumiendo que los péptidos pueden formar a-

hélices en membranas lipidicas. Esta premisa parece ser correcta, al menos en algunos
de nuestros compuestos, pues el péptido P2-33, que posee una secuencia muy similar a
varios de los péptidos P4 y P5, forma una estructura en a-hélice cuando se asocia a
micelas de dodecilfosfocolina (apartado 4.3 de Introduccién; (Zorko et al., 2009))
Ademas, nuestros péptidos carecen de cisteina y metionina, dos aminoacidos que
permiten formar puentes disulfuro y estabilizar a estructuras de tipo B-horquillas (5-
hairpin), que son caracteristicas de la lactoferricina nativa y de otros péptidos como las

taquiplesinas y protegrinas (Bellm et al., 2000; Tang and Hong, 2009).

No obstante, incluso los péptidos P4 mas tdxicos presentaron CI50 y capacidad
hemolitica mucho mas reducida que la de la melitina (Dempsey, 1990), un péptido
prototipo entre los que forman a-hélices. Parece ser que este tipo de péptidos pueden
alterar la estructura de la membrana debido a la insercidn estable de la a-hélice
anfipatica dentro de las cabezas polares de los fosfolipidos (Figura 5 de la
Introduccidn). Esta insercion puede provocar la formacion de canales i6nicos
dependientes de voltaje que aumenten la permeabilidad de la membrana.
Alternativamente, estos compuestos podrian formar estructuras micelares en la bicapa
lipidica, promoviendo una discontinuidad de la membrana que tendria el mismo efecto
perturbador que el fendbmeno anterior (Dempsey, 1990). A pesar de que la baja
toxicidad in vitro de los péptidos P4 es un resultado prometedor, son necesarios estudios
de toxicidad y farmacocinética mas completos en modelos animales para poder

determinar las dosis toxicas y terapéuticas de estos compuestos.

Nuestros resultados sugerian que los mejores permeabilizantes P4 (péptidos con
los indices CIFs mas bajos) correspondian frecuentemente a aquellos compuestos con

menor actividad antimicrobiana (péptidos con CMIs altas). Nuestro grupo realizd una
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observacion similar a ésta con los péptidos P1 y P2 (Sanchez-Gémez et al., 2011), pero
ni en las citadas generaciones, ni en los péptidos P4, se detectd correlacion inversa entre
CIF y CMI. Para investigar la posibilidad de que estos dos pardmetros estuvieran
inversamente relacionados, caracterizamos la actividad biologica de un nuevo grupo de

péptidos, los compuestos P5.

El nuevo ciclo de optimizacién integré los datos de estructura y actividad
bioldgica obtenidos en las generaciones P1, P2 y P4 para generar los 24 péptidos P5. El
estudio de estos compuestos revel6 que el 87,5 % (frente al 65 % de la generacion P4y
27,2 % de la generacion P2) de ellos fueron capaces de formar combinaciones
sinérgicas en MHNA, mientras que el 50 % lo hizo cuando las condiciones de
crecimiento fueron mas estrictas (MHA). Este ultimo resultado fue similar al obtenido
con los compuestos P4. Ademés, en MHNA, casi el 30 % de los péptidos P5 fue capaz
de disminuir la CMI de la novobiocina a la minima concentracion evaluada (6,25
pg/mL), mientras que solo el 15 % de los péptidos P4 mostré una actividad sinérgica a
esa concentracion. Este hecho demuestra que el nuevo andlisis QSAR proporciond, no
solo un mayor nimero de agentes permeabilizantes (mejora cuantitativa), sino ademas
péptidos capaces de actuar a una concentracion inferior a la de sus compuestos
parentales (mejora cualitativa). Esta Ultima es una caracteristica importante para
aquellos agentes que puedan ser candidatos potenciales a ser utilizados en modelos

animales.

En relacion con su capacidad potenciadora de novobiocina, el 20 % de los
compuestos P5 presentd CIFs minimas inferiores a 0,1 (frente al 15 % de la generacion
P4), y en dos de los casos se obtuvo la CIF minima mas baja de todas las generaciones
estudiadas (péptidos P5-15 y P5-17 con una CIF de 0,04). Ademas, los nuevos péptidos
superaron a las generaciones anteriores en el parametro CCMI (nimero de veces que
disminuye la CMI de la novobiocina en presencia del péptido). Por ejemplo, los
péptidos P5-12 y P5-21 disminuyeron 512 veces la CMI de la novobiocina a 25 pug/mL
en MHA, mientras que dicha reduccion fue de 256 veces en el caso de los péptidos P5-
20 y P5-21 a 6,25 pg/mL en MHNA. Esta potente actividad potenciadora de la
novobiocina no fue igualada, salvo por el péptido P4-2, por ningun otro péptido de las
generaciones anteriores. Estas observaciones demuestran la eficacia del analisis QSAR

empleado para optimizar la capacidad permeabilizante de los péptidos derivados de la
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lactoferricina. Ademas, el andlisis de correlacion de actividades biologicas realizado
sobre los péptidos P5 confirmo la hipétesis de que aquellos péptidos con menores CIF
se corresponden con CMIs maés elevadas. Un anélisis equivalente realizado sobre el
conjunto de los péptidos P4 y P5 apoyo la existencia de correlacion inversa entre estos
dos parametros, si bien con un nivel de significacion estadistica inferior al alcanzado al

analizar los compuestos P5 por separado.

Por otro lado, el estudio comparativo de los 6 mejores permeabilizantes de las
tres generaciones (dos P2, dos P4 y dos P5) en combinacién con tres antibioticos de uso
clinico diferentes de la novobiocina, confirmé las observaciones anteriores. Asi, la
cefotaxima fue el antibidtico que se mostré menos susceptible a la potenciacion y sélo
los peptidos P4-2 y P5-12 actuaron en sinergia con este compuesto. Concretamente, este
ultimo péptido result6 ser el mas activo de todos, pues fue capaz de disminuir hasta 16
veces la CMI de la cefotaxima a 50 pg/mL (CMlps.1,= 512 pg/mL). La mayor dificultad
de los péptidos para potenciar la actividad de los B-lactdmicos ya se habia descrito en
generaciones previas (Sanchez-Gomez, 2008) y sugiere que la cepa clinica P.
aeruginosa 4158 Ps4 presenta mecanismos de resistencia muy eficaces frente a estos
antibidticos. Concretamente, la presencia de una cefalosporinasa AmpC desreprimida en
la cepa Ps4, un hecho demostrado en este trabajo, puede explicar en parte la resistencia
de esta cepa a la cefotaxima y a otros B-lactamicos. Nuestra hipotesis es que la
permeabilizacion causada por el péptido, con la consiguiente entrada adicional de
antibidtico, no es suficiente para saturar la enzima, aunque resulte en una cierta
reduccion de su eficacia. Actualmente, estamos investigando si los péptidos pueden
cooperar con inhibidores de AmpC, como cloxacilina o &cido boronico, para potenciar
la accion de las cefalosporinas. La resistencia de la cepa clinica Ps4 a la cefotaxima
también podria ser debida a la sobreexpresion de la bomba MexAB/OprM, pues se ha
descrito que las cefalosporinas de tercera generacion son sustratos de este sistema de
expulsiéon (Vila and Marco, 2010), que la cepa Ps4 sobreexpresa (Sanchez-Gomez,
2008).

A diferencia de lo observado con la cefotaxima, todos los péptidos mostraron
buena capacidad sinérgica con la doxiciclina, probablemente debido a que este
antibidtico —que es mas hidrofébico que las cefalosporinas- posee buena capacidad para

atravesar membranas lipidicas a traves de canales ionicos (Chopra, 1988). En
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concordancia con los resultados anteriores, los péptidos P5 mostraron mejor actividad
potenciadora de doxiciclina que los compuestos de generaciones previas.
Concretamente, algunos péptidos P5 fueron capaces de reducir hasta 64 veces la CMI
del antibiotico (de 64 pug/mL a 1 pg/mL), incluso a una concentracion de péptido de
12,5 pg/mL, mientras que los compuestos P2 y en menor medida los P4, sélo fueron
capaces de hacerlo 32 veces a 50 y 25 pg/mL, respectivamente. No obstante, este
antibiotico no permitié una buena discriminacion entre los seis péptidos, puesto que
todos ellos formaron combinaciones sinérgicas con CIFs similares a alguna de las

concentraciones evaluadas.

Por el contrario, la combinacion de los péptidos con azitromicina permitio
discriminar entre péptidos no sinérgicos (P1) y péptidos sinérgicos (P4 y P5). Una vez
mas, los compuestos mas activos a baja concentracion y con CCMI mas potente fueron
los péptidos P5. En concreto, los compuestos P5-12 y P5-20 disminuyeron hasta 64
veces la CMI del antibidtico a 50 pg/mL y a 25 pg/mL, respectivamente. Ademas, la
combinaciéon de P5-12 (12,5 pg/mL) y azitromicina (10 pug/mL) estudiada mediante
curvas de letalidad en la cepa Ps4 resultd poseer una actividad bactericida potente y
muy rapida. De hecho, este tratamiento combinado disminuyd casi cuatro logaritmos la
concentracion inicial de viables en las primeras dos horas de incubacién. Ademas, esta
actividad sinérgica se mantuvo tras 24 horas de incubacion, momento en el que la
diferencia en el nimero de viables entre la combinacion y el antimicrobiano mas activo
en solitario se situ6 por encima de los tres logaritmos. Es interesante destacar que
ninguno de los dos tratamientos por separado causo reduccién alguna de la viabilidad
bacteriana en las primeras 6 h de tratamiento. Dada la reducida vida media de los
péptidos en terapias experimentales, la rapida accion sinérgica detectada resultaba muy

prometedora e invitaba a la realizacidn de estudios in vivo.

Desde el punto de vista terapéutico y a pesar de no ser un antibidtico de eleccion
para el tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa, la azitromicina presenta
caracteristicas interesantes para ser utilizada en combinacién con péptidos
permeabilizantes frente a este patdgeno. Por un lado, se ha descrito que este compuesto
posee capacidad para inhibir la formacién de biofilm de P. aeruginosa in vitro
(Ichimiya et al., 1996). Ademaés, la azitromicina posee cierta actividad frente a P.

aeruginosa en fase estacionaria in vitro (Mulet et al., 2009), incluso cuando es utilizado
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a concentraciones subinhibitorias (Vranes, 2000). Otros trabajos han demostrado la
capacidad de este antibidtico para inhibir la formacion de alginato en cepas de P.
aeruginosa productoras de biofilm (Hoffmann et al., 2007; Kobayashi et al., 1997;
Mulet et al.,, 2009). Los mismos estudios indican que la azitromicina podria
desestructurar la matriz extracelular de biofilms maduros de P. aeruginosa. Esta ultima
propiedad podria permitir que el agente antimicrobiano atravesara la matriz de la
biocapa y pudiera interactuar con las células bacterianas. Dicha propiedad haria de la
azitromicina un antimicrobiano muy atractivo para el tratamiento de infecciones por
este patdgeno en pacientes con fibrosis quistica (Baumann et al., 2004; Tsai et al.,
2009).

Ademas, se ha descrito que la azitromicina se acumula en tejidos blandos como
el pulmon, que es el érgano principalmente afectado en enfermos de fibrosis quistica.
Este antibidtico se emplea también para el control de infecciones causadas por
patdgenos que promueven el reclutamiento de macrofagos, por su facilidad para
atravesar membranas, acumularse en el citoplasma de este tipo celular y liberarse de
forma controlada (Bergan, 1995). Otros autores también han descrito la capacidad de la
azitromicina para inhibir la liberacion de exotoxinas bacterianas implicadas en graves
infecciones sistémicas (Mizukane et al., 1994). En relacion con la farmacocinética y
farmacodinamica de la azitromicina, es de destacar su larga vida media (40 horas) y su
buena distribucion por los diferentes 6rganos y tejidos del organismo (Mensa et al.,
2011). Por lo tanto, debido a su potente sinergia con péptidos antimicrobianos, su buena
actividad frente a biofilms de P. aeruginosa y sus atractivas propiedades
farmacocinéticas, se selecciond la azitromicina para los estudios de potenciacién

antibidtica in vivo en un modelo de sepsis murino.

Para los ensayos in vivo de potenciacion, inicialmente se decidié usar el
compuesto P5-12, ya que habia resultado ser el mejor permeabilizante P5 y habia
mostrado una potente sinergia con la azitromicina. Sin embargo, un experimento piloto
realizado en el modelo murino de infeccién por P. aeruginosa Ps4 demostrd que,
incluso a bajas dosis (0,2 mg/raton), el péptido P5-12 por si mismo aceleraba la muerte
de los animales. Este resultado concordaba con la significativa toxicidad determinada in
vitro para este péptido (Clsp de 75,33 pug/mL). Ademas, los analisis realizados en el

programa de prediccién de estructuras MPEx (Membrane Protein Explorer) revelaron
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que este péptido poseia un dominio hidrofébico amplio y un momento hidrofobico
elevado, lo que predecia una buena interaccién con membranas eucariéticas (Dathe and
Wieprecht, 1999).

Como alternativa a P5-12 para los ensayos en el modelo de sepsis, se decidid
usar el mejor permeabilizante P4, el compuesto P4-1, que se habia mostrado
completamente inocuo en los experimentos de toxicidad in vitro. Un experimento
control demostrd que el péptido por si mismo (0,2 mg/raton) no aceleraba la muerte de
los animales y no conferia proteccion a los ratones frente a la infeccion. Tampoco la
azitromicina por si sola fue capaz de proteger a los animales, aunque el tratamiento con
este antibidtico se correlaciond con una tendencia a la reduccion de la bacteriemia.
Estos resultados eran los previsibles en unos agentes con baja actividad frente a la cepa
usada en estos experimentos (CMIps.1= 128 pg/mL; CMlazitromicina= 64 Hg/mL). En todo
caso, la falta de actividad de los componentes de la combinacion por separado era el
comportamiento deseable para poder evaluar la capacidad potenciadora del péptido

sobre la azitromicina.

Nuestros resultados indican que el nivel de potenciacién de P4-1 sobre la
azitromicina no es suficiente para conferir una proteccién significativa a los animales
frente a la infeccion por Ps4. No obstante, los animales que recibieron el tratamiento
combinado mostraron una clara tendencia hacia una mayor supervivencia que los
animales no tratados (p< 0,086) o los tratados con los componentes de la combinacion
por separado. Esta tendencia se correlacion6 con un ligero, aunque no significativo,
descenso de la bacteriemia en los animales que recibieron la terapia experimental
péptido-azitromicina. Sin embargo, el tratamiento combinado fue incapaz de reducir los
niveles de TNFa, a pesar de que el péptido P4-1 habia demostrado una alta capacidad in
vitro para inhibir la liberacion de esta citoquina. Probablemente, la cantidad de péptido
inoculado en los animales no fuera suficiente para neutralizar el LPS liberado durante la
infeccion. En conjunto, estos resultados sugieren que la terapia experimental podria
optimizarse y llegar a ser terapéuticamente eficaz. Para ello, seria necesario profundizar
en la farmacocinética, farmacodinamica y estabilidad del tratamiento combinado -
fundamentalmente del componente peptidico- para optimizar el nimero de dosis, el
intervalo entre dosis, la concentracion de cada antimicrobiano y la via de

administracion.
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Optimizacion de la actividad permeabilizante de los péptidos mediante analisis
QSAR

La optimizacion de la actividad antimicrobiana de las secuencias peptidicas
mediante analisis QSAR basado en descriptores fisicoquimicos ha sido ampliamente
empleada en los Gltimos afios (Cherkasov et al., 2009; Frecer et al., 2004; Karakoc et
al., 2006). No obstante, la aplicacion de estos sistemas a la mejora especifica de la
actividad permeabilizante no se ha desarrollado todavia (Sanchez-Gémez et al., 2011).
Como se comento en la Introduccion, los descriptores fisicogquimicos mas robustos son
aquellos basados en estructuras tridimensionales generadas, por ejemplo, mediante
resonancia magnética nuclear. Dado que no siempre se dispone de estas estructuras, a
menudo se recurre al uso de la modelizacion de péptidos por homologia. No obstante, la
principal desventaja de estos sistemas de modelizacién radica en que pequefios cambios
en la secuencia pueden afectar de manera importante a la estructura de la molécula
(Jenssen et al., 2007). Ademas, la conformacion de los péptidos cambia cuando estos
compuestos se insertan en la envoltura bacteriana, a menos que posean una estructura

ciclica o estabilizada por puentes disulfuro.

La ventaja mas importante de la estrategia PEDES (Peptide Descriptors from
Sequence) sobre la modelizacion de péptidos por homologia es que genera descriptores
totalmente independientes de la estructura del compuesto y basados Unicamente en la
secuencia aminoacidica de los péptidos. Como se ha demostrado en este estudio, los
descriptores PEDES, empleados conjuntamente con el analisis PLS (Partial Least
Square), son una herramienta Util para la prediccion de la actividad permeabilizante de
péptidos antimicrobianos. Aunque en nuestro estudio hemos empleado la novobiocina
como antibidtico modelo para el andlisis QSAR, nuestros resultados demuestran que
esta estrategia proporciona péptidos que potencian la accién de otros antibiéticos, tanto
hidrofébicos como hidrofilicos (apartado anterior, asi como (Sanchez-Goémez et al.,
2008; Sanchez-Gomez et al., 2011)). No obstante, seria posible realizar estudios QSAR
orientados a la potenciacién de una bateria mas amplia de antibioticos. Tedricamente,
estos estudios podrian generar compuestos especificos optimizados para la potenciacion

de un antibi6tico concreto.

159



Discusion

Nuestros resultados indican que el analisis QSAR empleado no es capaz de
predecir con fiabilidad la capacidad permeabilizante de péptidos derivados de
lactoferricina, pues no se encontrd correlacion entre las CIFs predichas y las
experimentales en las generaciones P4 y P5. Por el contrario, la misma metodologia si
mostré una buena precision para predecir las CIFs de la generaciéon P2 (Sanchez-Gomez
et al., 2011). El anélisis empleado parece ser particularmente inapropiado para la
prediccion de la actividad permeabilizante de péptidos con buena capacidad bactericida
(bajas CMIs). Este fue el caso, por ejemplo, de los péptidos P4-8 y P4-9, que resultaron
tener una reducida actividad permeabilizante en contra de las predicciones del analisis
QSAR. En cambio, la metodologia empleada parece ser capaz de predecir fiablemente si
un péptido poseerd una baja capacidad permeabilizante, lo que podria resultar Gtil para

descartar a los compuestos menos prometedores.

Los errores cuantitativos que el analisis QSAR comete en sus predicciones de
actividad permeabilizante demuestran que los factores que gobiernan la interaccion de
los péptidos con envolturas bacterianas son muy complejos y que existen pardmetros
que adn escapan a un disefio racional. Ademas, la interaccion de los péptidos con el
medio de cultivo empleado —un pardmetro no contemplado en el andlisis- podria
dificultar ain mas una adecuada prediccion de la actividad biologica. No obstante, como
demuestra el test estadistico de correlacion realizado, (aunque con diferencias no
significativas), en el 31-40 % de los casos, las predicciones sobre actividad
permeabilizante de nuestro analisis QSAR fueron acertadas. Por tanto, aunque la
metodologia empleada es susceptible de mejora, podria seguir proporcionando péptidos
con actividad potenciadora de antibioticos mejorada, sobre todo una vez que se integren

las conclusiones estructura-actividad obtenidas con las generaciones P4 y P5.

Caracteristicas fisicoquimicas que gobiernan la actividad de los péptidos P4 y P5

Como se ha sefialado previamente, las caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales de los péptidos juegan un papel esencial en su interaccion con membranas
de procariotas (cargadas negativamente) o de eucariotas (neutras). Asi, el éxito de un
buen péptido permeabilizante bacteriano depende de su baja citotoxicidad y de multitud
de factores fisicoquimicos que deben estar bien equilibrados. Primeramente, es

importante destacar la poca variedad de aminoacidos que presentan las secuencias de la
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generacion P4 (cuatro de caracter hidrofébico: prolina, triptofano, isoleucina y
fenilalanina; y uno bésico, arginina), salvo el péptido P4-16 que contiene ademas una
glutamina y una valina, y el P4-12 que contiene una asparragina. Por tanto, dada la
homogeneidad de su composicion, las diferencias de actividad entre estos compuestos
radican basicamente en la ubicacion y proporcion de cada aminoécido, lo que a su vez
determina la conformacion tridimensional del péptido. En relacion con la composicion,
los mejores permeabilizantes de la generacion P2 (P2-15, P2-27, P2-29, P2-30 y P2-33)
se componen también de los cinco aminodcidos descritos anteriormente. Esta
observacién sugiere que, la presencia de esos cinco aminoacidos podria facilitar una

buena interaccion con la envoltura bacteriana y la posterior permeabilizacion.

Por el contrario, la presencia de ciertos aminoacidos podria provocar una
disminucion de la actividad permeabilizante. Este hecho se observo en péptidos de la
segunda generacion, como P2-17, P2-18, P2-19, P2-20 y P2-21 y P2-35, que contienen
residuos glutamina y asparragina en su secuencia y mostraron una reducida actividad
permeabilizante (Sanchez-Gomez et al., 2011). No obstante, para confirmar esta
hipotesis habria que realizar estudios con péptidos que contengan esos residuos en
diferentes posiciones de la secuencia y observar como varia su actividad

permeabilizante.

Por otra parte, en la generacion P4 se puede observar un patrén molecular y
estructural comuan en los péptidos con mejor actividad permeabilizante y baja toxicidad
in vitro. Los mejores permeabilizantes (P4-1, P4-2 y P4-5) tienen la misma longitud (10
aminoacidos) el mismo ndmero de triptéfanos (2), el mismo numero de residuos
hidrofobicos y basicos (5), la misma proporcion de residuos hidrofébicos y basicos (50
%), un momento hidrofébico bajo y un angulo hidrofébico no mayor de 200 °. Ademas,
los tres compuestos contienen cinco argininas (R) separadas en dos clusters, un grupo
de tres en el extremo amino (P4-2 y P4-5) o carboxilo (P4-1) y otro grupo de dos en el
centro de la secuencia. Este patron secuencial puede permitir la formacion de una a-
hélice, una estructura que adoptan algunos péptidos antimicrobianos en su interaccion
con membranas. De hecho, como se comento anteriormente el péptido P2-33, que posee
una secuencia muy similar a varios de los péptidos P4 y P5, forma una estructura en a-
hélice cuando se asocia a micelas que simulan membranas biol6gicas (Zorko et al.,

2009). Ademas, el andlisis de los péptidos con baja CIF mediante el programa
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informéatico MPEx (Membrane Protein Explorer), reveld que estos pueden adoptar
estructuras en a-hélice similares a las de otros péptidos antimicrobianos como

magainina, melitina, cecropina, etc... (Dathe and Wieprecht, 1999).

Asumiendo que los mejores potenciadores de la novobiocina puedan adoptar una
estructura en o-hélice, al menos parcialmente, hay varias propiedades que podrian
explicar su capacidad permeabilizante. Por un lado, el elevado porcentaje de
aminoacidos bésicos (argininas) hace que estos compuestos contengan una carga
cationica importante que previsiblemente ayudara a que se acumulen en altas
concentraciones, mediante uniones electrostaticas, en la superficie de las membranas
cargadas negativamente. Asimismo, se ha descrito que la disposicion tridimensional y el
dominio hidrofébico localizado pero no muy expandido (dngulo de dominio hidrofébico
¥ no muy alto) junto con una hidrofobicidad intrinseca moderada aumentan la afinidad
de los péptidos hacia los lipidos de membrana, y por tanto, la eficiencia de la
permeabilizacién (Dathe et al., 1996; Dathe and Wieprecht, 1999). Los mejores
permeabilizantes P4 comparten todas estas caracteristicas. Asimismo, se sabe que
aquellos péptidos con mucha carga catidnica, pero sin dominio hidrofébico y con una
hidrofobicidad intrinseca moderada se acumulan en grandes cantidades en la superficie
bacteriana, pero tienen una baja eficiencia de permeabilizacion (Dathe et al., 1996;
Dathe and Wieprecht, 1999).

Por otro lado, se ha descrito que los péptidos con un bajo valor de momento
hidrofébico no interactlan correctamente con membranas neutras, lo que reduce su
toxicidad sobre células eucariotas (Wieprecht et al., 1997). Esta es con gran
probabilidad la causa de la baja citotoxicidad de los mejores permeabilizantes P4. Algo
similar ocurre con los mejores permeabilizantes de la generacion P2 (P2-15 y P2-27),
que tampoco presentaron citotoxicidad. La menor actividad permeabilizante de los
compuestos P2 respecto a los péptidos P4 y P5 puede ser debida a la menor cantidad de
residuos basicos de los primeros, lo que puede reducir su concentracion sobre la
superficie bacteriana. Por el contrario, el péptido mas citotdxico de la cuarta generacion,
P4-18 (FWIRIWRIWRR-NH,), presenta un dominio hidrofébico muy amplio (¥ =
240°) y un momento hidrofébico relativamente alto (10,62) que hacen que
probablemente interaccione y desorganice eficazmente las membranas neutras, como

confirman los resultados de hemdlisis (DHso de 29-47 pg/mL). Por otro lado, la
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reducida carga cationica de este compuesto (4 residuos catidnicos de 11 residuos totales;
un 36 %) parece jugar un papel importante en la disminucion de su afinidad hacia
membranas con carga negativa y puede explicar su baja capacidad permeabilizante. Un
hecho similar ocurre probablemente con el péptido P4-11 (FWRWRWRWF-NH,), al
igual que sucede también para la 6-hemolisina de S. aureus (Dathe and Wieprecht,
1999).

Respecto a la relacion entre la estructura y propiedades fisicoquimicas de los
péptidos y su capacidad de unién al LPS, no se ha determinado un patrén definido.
Tedricamente, al igual que sucede con la afinidad por las membranas con carga
negativa, la presencia de suficientes residuos basicos en un dominio localizado deberia
incrementar la afinidad de los péptidos por el LPS. No obstante, estos factores (carga y
angulo de dominio hidrofobico) no afectaron de manera significativa a la capacidad de
los péptidos para unirse al LPS e inhibir la liberaciéon de TNFa. Por el contrario, se
detectd una correlacion positiva entre esta capacidad inhibitoria y el tamafio (nimero de
aminoacidos) del péptido, siendo mejores inhibidores los péptidos mas grandes.
Ademas, el ensayo en el que se empled un ratio de LPS-péptido de 1-100, reveld que un
mayor numero de residuos hidrofébicos en la secuencia podria jugar un papel
importante en la mejora de la interaccion con el LPS. De hecho, nuestros resultados
muestran que los mejores permeabilizantes (P4-1, P4-2 y P4-5) y los mejores
bactericidas (P4-8 y P4-9) son los compuestos que disminuyen mas la liberacién de
TNFa inducida por LPS. Esta observacion coincide con lo publicado por Molhoek y
colaboradores, que describieron una correlacion directa entre la capacidad del péptido
LL-37 de modular las respuestas dependientes de TLR4 y la presencia de residuos
hidrofébicos y catidnicos en su secuencia (Molhoek et al., 2009). Es probable que la
complementacion de estos resultados in vitro con estudios en modelos animales donde
se pudieran medir la capacidad de los péptidos para inhibir la produccién de varias
citoquinas proinflamatorias, como TNFa (Andra et al., 2005; Sanchez-Gomez et al.,
2008), IL-6, IL-8 o IL-1, ayudara a detectar o seleccionar aquellos péptidos

potencialmente activos frente al choque endotoxico.

No obstante, no se puede descartar que la interaccion entre los péptidos y la
endotoxina ocurra de distinta manera cuando ésta se encuentra en forma libre que

cuando se encuentra estructuralmente formando parte de la membrana externa. Esto no
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es de extrafar, dado que el LPS libre forma complejos agregados multilamelares en
soluciones acuosas y su actividad endotéxica depende de la conformacion
tridimensional de estos agregados (Kowalski et al., 2010). En numerosos experimentos,
se ha demostrado que la capacidad de un péptido para neutralizar la liberaciéon de TNFa
dependiente de LPS depende de que ese péptido induzca un cambio de conformacion en
los agregados de LPS (Kaconis et al., 2011; Kowalski et al., 2010). Ademaés, se ha
observado que en muchas ocasiones el aumento de la afinidad de los péptidos por el
LPS libre fruto de un incremento de cargas positivas en la molécula disminuye la
eficiencia de permeabilizacion de los péptidos sobre células enteras (Dathe and
Wieprecht, 1999). En apoyo de esto, aunque los péptidos P4-16 o P5-6 son los
compuestos que mayor nimero de cargas positivas (+8 y +9, respectivamente)
presentan en su secuencia, su capacidad permeabilizante es menor que la de otros

péptidos con menor carga, como P4-1 (+6) y P5-12 (+6).

Asimismo, parece ser que la afinidad por el LPS no es el parametro mas
importante para que un péptido pueda permeabilizar la envoltura celular. Asi, Chapple y
colaboradores (Chapple et al., 2004) empleando péptidos derivados de la lactoferricina
humana han descrito que tras el contacto con la membrana externa, la permeabilizacion
de la envoltura requiere una agregacion de los péptidos entre si, para la que no es
necesaria la interaccion con el LPS. Por lo tanto, la capacidad de los péptidos para
permeabilizar la envoltura bacteriana no tiene necesariamente que depender de los

mismos factores fisicoquimicos que la interaccion entre el péptido y el LPS libre.

En resumen, los resultados obtenidos con los péptidos P4, indican que ciertos
parametros estructurales, tales como la carga, helicidad, momento hidrofobico,
hidrofobicidad y tamafio del dominio hidrofébico juegan un papel clave en la
interaccion de nuestros péptidos con membranas procariotas y eucariotas. La actividad
hemolitica podria reducirse mediante la disminucion de la anfipaticidad de la molécula
(menor momento hidrofébico), el tamafio del dominio hidrofébico y la hidrofobicidad
intrinseca, mientras que un aumento de la carga cationica y un dominio hidrofébico
moderado podrian aumentar la actividad frente a envolturas o componentes de la
envoltura bacteriana. Nuestros datos confirman que el correcto equilibrio entre todas

estas variables es critico para asegurar una buena actividad bioldgica y una adecuada
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especificidad, en concordancia por lo descrito por otros autores (Dathe and Wieprecht,
1999).

En general los péptidos P5 son méas grandes que los de la generacion anterior
(una media de 10,3 aminodcidos frente a 9,6 de la generacidn anterior), contienen una
hidrofobicidad intrinseca superior (-1,75 frente a -1,3) y contienen una proporcion
mayor de residuos basicos e hidrofobicos (anexo 3A y 3B). Mediante los modelos de
correlacion estadistica se estudid la existencia de: i) asociacion entre propiedades o
actividades bioldgicas; ii) asociacion entre la estructura fisicogquimica (descriptores
constitucionales) del péptido y sus actividades biologicas. Este simple analisis permitio
detectar asociaciones relevantes que podrian ayudar a predecir el comportamiento de
futuras generaciones de péptidos.

En relacion con la actividad bioldgica, nuestros resultados finalmente
demostraron una asociacion negativa entre la CMI y la CIF minima. Una asociacion de
este tipo ya habia sido descrita por Koo y colaboradores (Koo et al., 2001) en péptidos
antimicrobianos no derivados de la lactoferricina y con actividad sobre S. aureus. Este
resultado sugiere que las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de los
compuestos con valores de CIF minima bajos implican condiciones incompatibles con
una buena capacidad antimicrobiana. Esto queda patente en el hecho de que ninguno de
los péptidos que destaca como permeabilizante (P2-15, P2-27, P2-29, P4-1, P4-2, P5-12
y P5-20), posea buena CMI (<16 pg/mL frente a P. aeruginosa) y que ninguno de los
mejores antimicrobianos (P5-6, P5-7, P5-10, P4-8, P4-9 y P4-18) muestre una
capacidad permeabilizante significativa. Por ello, se puede concluir que la probabilidad
de sintetizar un péptido que combine una buena capacidad antibacteriana frente a P.
aeruginosa (CMI < 4-8 pug/mL) con una elevada capacidad potenciadora de antibi6ticos
(CCMI > 32-256) es probablemente muy baja. En concordancia con esta conclusion,
muchos autores destacan la baja asociacion que existe entre la capacidad potenciadora
de antibioticos y la actividad bactericida de numerosos compuestos de caracteristicas
fisicoquimicas muy distintas (Sanchez-Gémez et al., 2008; Savage, 2001; Scott et al.,
1999), incluyendo también péptidos hibridos cecropina-melitina (CEMA) (Piers et al.,
1994) y péptidos derivados de PMB, como la PMBN (Vaara and Vaara, 1983).
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En relacion con los pardmetros fisicoquimicos que gobiernan la actividad de los
péptidos P5, un resultado interesante fue la existencia de correlacion entre la densidad
de residuos hidrofobicos de la secuencia y la CMI y CIF minima de los péptidos. Es de
destacar que el analisis de la generacion P4 no reveld resultados significativos en este
sentido, pero si se detectaron al integrar conjuntamente los resultados de las
generaciones P4 y P5. Asi, el nimero de residuos hidrofébicos muestra una correlacion
inversamente proporcional con la CMI (menor CMI, mayor densidad hidrofébica), y
directamente proporcional con la CIF (menor CIF, menor densidad hidrofobica). Este
resultado confirma la hipotesis de trabajos como el de Li y colaboradores (Li et al.,
1999). Estos autores demuestran que la adicion de cadenas hidrofébicas a compuestos
derivados del &cido colico aumenta su capacidad antimicrobiana, pero a la vez da lugar
a que los compuestos pierdan su actividad permeabilizante. Resultados similares
obtuvieron Savage y colaboradores con antibioticos esteroideos (Savage et al., 2002) y
Zhang y colaboradores con péptidos derivados de CP26 (Zhang et al., 1999b). Para
explicar estos resultados, estos autores postulan que el mecanismo que causa la
actividad antimicrobiana se convierte en tan agresivo que no admite modulacion y por
tanto el compuesto inhibe, incluso mata, pero no permeabiliza. Esta hipotesis podria
explicar el hecho de que la PMB (un péptido covalentemente unido a un &cido graso de
marcado caracter hidrofobico) sea un potente agente bactericida y un mal
permeabilizante, mientras que su derivado no acilado (la PMBN) tenga exactamente las

propiedades opuestas.

Otras observaciones realizadas en nuestro trabajo refuerzan las conclusiones
anteriores. Este es el caso de P4-8 (PFWRIRIRRWIRR-NHy) y P4-9
(PFWRIRIRRWWRR-NHy), dos péptidos similares a P2-33 (PFWRIRIRR-NHy) en los
que prevalece la actividad antibacteriana sobre la permeabilizante debido
probablemente a un aumento de la densidad hidrofébica en el extremo carboxilo.
Ademas, los dos péptidos P4 poseen mayor carga positiva que P2-33 por adicién de dos
argininas. Es de destacar el caso de los péptidos P2-25 (FWRRWIRR-NH,) y P5-17
(FWRRIWRR-NH)). Este Gltimo se compone basicamente de la secuencia completa de
P2-25, pero con un intercambio de la isoleucina y el triptéfano en posiciones 5 y 6,
respectivamente. Dicho intercambio mejora la capacidad permeabilizante de P5-17 con

respecto a su compuesto parental (menores CIF minimas) en cualquiera de las
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condiciones evaluadas. Este caso es mas dificil de interpretar, pues el contenido de
amino&cidos en ambos péptidos es idéntico. Los motivos que explican la reduccion de
CIFs en P5-17 pueden tener que ver con cambios estructurales, como la estabilidad y la
potencia del dominio hidrofobico (Sahalan and Dixon, 2008; Vaara and Viljanen,
1985). No obstante, seria necesario realizar estudios fisicoguimicos mas detallados, por

ejemplo mediante RMN, para confirmar estas conclusiones.

Nuestros resultados indican que, ademas de la composicion de los péptidos,
también su conformacion (por ejemplo, su capacidad para formar de a-hélices), la
disposicion tridimensional de los residuos y las interacciones intra-moleculares podrian
jugar un papel esencial en la actividad potenciadora de antibiéticos y en la capacidad
antimicrobiana. Estas observaciones implican una posible limitacion de los descriptores
PEDES, que como se ha sefialado anteriormente, se basan Unicamente en la

composicion de los péptidos.
Mecanismo de accion de los péptidos P4y P5

A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo y discutidos en el apartado
anterior podemos sugerir un modelo de mecanismo de interaccion de nuestros péptidos
con la envoltura bacteriana. Varios grupos de investigacion han estudiado la accion de
péptidos como la PMB y sus derivados sobre bicapas lipidicas artificiales que imitan a
la membrana bacteriana. Por ejemplo, en algunos estudios se han empleado como
modelos de membrana, bicapas compuestas por LPS y fosfatidilglicerol (POPG)
(Clausell et al., 2003), dos moléculas con carga eléctrica negativa. Estos estudios
muestran que el mecanismo bactericida de PMB requiere la formacion de las
denominadas “interacciones vesicula-vesicula” entre la membrana externa ¢ interna, es
decir, un intercambio molecular entre los componentes de ambas bicapas lipidicas. Este
fendmeno de mezcla provoca la inestabilidad osmética que precede a la muerte celular
(Oh et al., 1998; Zhang et al., 2000). Asimismo, se ha descrito que tanto la PMB como
su derivado no acilado PMBN son capaces de insertarse en membranas compuestas por
LPS, mientras que s6lo la PMB (la Unica molécula bactericida de las dos) es capaz de
hacerlo en aquellas formadas por POPG (Clausell et al., 2007). Esto sugiere que la

union y la insercion de los péptidos a la membrana externa no es suficiente para
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producir un efecto bactericida, sino que éste depende de la interaccidn entre el péptido y

la membrana interna (YYeaman and Yount, 2003).

Por otra parte, parece claro que el caracter puramente permeabilizante y
bacteriostatico de la PMBN se debe a su reducida capacidad para interactuar con la
membrana interna, una vez que lo ha hecho con la membrana externa. A su vez, esta
incapacidad se ha achacado (Clausell et al., 2007) a la pérdida del grupo acilo (el
dominio hidrofobico “menor” de la PMBN), junto con el menor nimero de cargas
positivas de esta molécula (+4 frente a +5 de la PMB). Parece ser que el proceso de
incorporacion de un péptido a la membrana interna esta dirigido por las interacciones
hidrofobicas (“interacciones vesicula-vesicula”) entre los acidos grasos de los
fosfolipidos de membrana interna y las secciones hidrofobicas del péptido. Esto
explicaria por qué la PMBN, al carecer de la cadena hidrofobica de la PMB no
interactta con la membrana interna como su compuesto parental y s6lo promueve un

aumento de permeabilidad (Clausell et al., 2007).

La informacién publicada por Zorko y colaboradores (Zorko et al., 2009) sobre
la estructura de P2-33 y nuestros propios resultados indican que los péptidos P4 y P5
pueden adquirir una conformacién en a-hélice cuando interactiian con membranas. Esta
conformacién permite la generacion de regiones hidrofobicas y bésicas separadas y
localizadas en dominios mas o menos bien definidos. Aunque se ha descrito que la
insercion tanto de P2-33 como de la PMB ocurriria de manera perpendicular a la
membrana bacteriana (Clausell et al., 2007; Zorko et al., 2009) (Figura 5C-izquierda de
la Introduccion), la presencia de la larga cadena hidrofobica lineal en la PMB explica
probablemente la superior actividad bactericida de este compuesto. De acuerdo con este
modelo, los dominios hidrofébicos de P2-33 (y por extension las de los péptidos P4 y
P5) suplirian en parte la ausencia de una cadena acilo como la de la PMB, pero no en un
grado suficiente como para generar una actividad antimicrobiana cercana a la de este

agente.

Los mejores antimicrobianos presentados en este trabajo contienen una carga
bastante alta (+6), junto con un dominio hidrofébico potente, por lo que es probable que
sean capaces de insertarse en la membrana interna bacteriana, produciendo un

desequilibrio osmético y la muerte. Por el contrario, los mejores permeabilizantes,
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muestran un numero de cargas positivas algo inferior y poseen dominios hidrofobicos
estables, pero méas débiles que los de los péptidos con bajas CMls. Este hecho deberia
permitirles una interaccion con los fosfolipidos de la bicapa lipidica, sin que apenas

existiera accion antimicrobiana.

Para profundizar en el mecanismo de accién de nuestros péptidos y en su
actividad permeabilizante frente a bacterias gramnegativas seria necesario realizar
estudios de interaccion en modelos que simulan membranas bacterianas. Algunos de
estos modelos permiten reconstruir en parte la disposicion de la envoltura de
gramnegativos, pues constan de monocapas de LPS (simulando la membrana externa) y
de POPG (simulando la membrana interna). En este tipo de ensayos, que han sido
utilizados para caracterizar los mecanismos de accion de compuestos antimicrobianos
(Andra et al., 2004; Andra et al., 2007; Andra et al., 2008; Clausell et al., 2003; Clausell
et al., 2007; Kaconis et al., 2011; Kowalski et al., 2010), la permeabilizacion se traduce

en cambios de conductancia.
Consideraciones metodoldgicas de los ensayos in vitro

Los ensayos de susceptibilidad mediante la técnica checkerboard se llevaron a
cabo en dos medios de cultivo (MHA y MHNA) que diferian notablemente en su
contenido en cationes divalentes. Nuestros resultados demuestran que en muchos casos
los péptidos que presentaban actividad permeabilizante en el medio con bajo contenido
en Ca’* y Mg®* (MHNA) retenian esa propiedad en presencia de niveles més elevados
de cationes divalentes (medio MHA). Por el contrario, el uso de MHA permite un
cribado de actividad antimicrobiana y permeabilizante mas exigente, pero no detecta
todos los compuestos potencialmente interesantes y es mas sensible a la interferencia
que determinados antibioticos sufren en presencia de cationes divalentes (Amsterdam,
2011). Por ello, para aumentar el umbral de sensibilidad del método checkerboard,
puede ser recomendable la realizacion de un primer cribado de los péptidos en medio
MHNA. No obstante, el uso de medio MHA es recomendable para la seleccién de
candidatos previa a un estudio in vivo, dado que el plasma y el liquido intersticial tienen
una concentracion de cationes divalentes similar a la del medio MHA (en torno a 10
mg/L y 25 mg/L, respectivamente (Guyton and Hall, 2006)). Estas observaciones
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coinciden con lo descrito anteriormente por Sanchez Gomez y colaboradores para los
péptidos P1y P2 (Sdnchez-Gomez et al., 2008).

Dado que el método checkerboard clasifico correctamente a los péptidos P4 por
su actividad permeabilizante y sus resultados fueron confirmados por los de las curvas
de letalidad, nuestro estudio indica que el checkerboard es un método fiable y puede
emplearse como técnica de cribado. En general, para la medida de la actividad sinérgica
de dos antimicrobianos, el método checkerboard es la técnica més utilizada, debido a su
menor coste y a la posibilidad de adaptacién para el cribado de un elevado numero de
muestras (Eliopoulos and Moellering, Jr., 2011). No obstante, esta técnica no
proporciona informacién sobre la actividad bactericida de una combinacion, sino solo
de su capacidad bacteriostatica. Esto limita la aplicabilidad de este método, pues para el
tratamiento de ciertas infecciones (endocarditis, meningitis, osteomielitis, etc...), se
necesita demostrar que una determinada combinacién es bactericida. Ademas, los
ensayos checkerboard ofrecen una informacion muy limitada, pues sélo permiten
evaluar el estado de la poblacion microbiana tras 18-24 h del inicio de la incubacion sin
que pueda conocerse facilmente qué ocurre en el periodo anterior. Finalmente, el indice
CIF calculado mediante la técnica checkerboard debe usarse con precaucion, pues
asume, de forma incorrecta, que los antimicrobianos presentan curvas dosis-respuesta

lineales.

Por el contrario, las curvas de letalidad (killing curves en la literatura en lengua
inglesa) informan sobre la actividad bactericida de la combinacion en estudio y sobre la
cinética de muerte de la poblacion microbiana. Ademas, la monitorizaciéon de la
actividad bactericida, en especial durante las horas iniciales de la incubacion, permite
estudiar la velocidad a la que una combinacién actda. Por ello, este método es superior
al de checkerboard y es el mas recomendable para caracterizar la actividad sinérgica de
compuestos antimicrobianos. No obstante, si el nimero de moléculas en estudio es
elevado, puede ser conveniente hacer un cribado inicial de los compuestos mediante el
método checkerboard y realizar después la técnica de curvas de letalidad con los

candidatos seleccionados para confirmar los resultados.

Por otro lado, para cuantificar la union de los péptidos al LPS se empled el

ensayo conocido como Bodipy-cadaverina (BC). Esta técnica mide la capacidad de una
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molécula para unirse al LPS y desplazar a un compuesto fluorescente (la BC)
previamente ligado al LPS (Moore and Hancock, 1986; Wood et al., 2004). Parece ser
que la BC es superior a la dansilcadaverina o la PMB dansilada, ya que permite
observar un aumento de fluorescencia, que no queda enmascarado por otros grupos
aromaticos, como si ocurre con los compuestos alternativos mencionados. Ademas, la
BC tiene menor afinidad por el LPS que la PMB dansilada, lo que permite mejorar la
sensibilidad del ensayo y su capacidad discriminativa. Como prueba de ello, la técnica
empleada en este trabajo fue capaz de discriminar entre la afinidad por el LPS de la
PMB y la de su derivado PMBN, demostrando que el primer compuesto tiene mas
afinidad por el LPS que el segundo, como Wood y colaboradores habian descrito
anteriormente (Wood et al., 2004).

Mientras que el método BC mide la afinidad de los péptidos por el LPS de
manera directa, los ensayos de inhibicion de la liberacion de TNFa inducido por LPS,
informan de manera indirecta sobre dicha afinidad. En estos ensayos se emplearon
células mononucleares humanas (CMNh), que reconocen y se unen al LPS, liberando
citoquinas proinflamatorias, como el TNFa (Nau and Eiffert, 2002). En investigaciones
previas y empleando compuestos P2 y P3, nuestro grupo ha demostrado que la actividad
antiendotdxica de los péptidos en este tipo de ensayos es consecuencia de su capacidad
para unirse a los agregados de LPS e inducir un cambio en su conformacion
tridimensional. Concretamente, este cambio aumenta el tamafio de los agregados de
LPS y genera una transicion desde la fase unilamelar y cubica (propia del LPS puro y
muy endotoxica) a una fase multilamelar (carente de endotoxicidad) (Brandenburg et
al., 2010).

Por otra parte, en nuestro trabajo, se detecté que la incubacion del LPS con
algunos de los péptidos, no s6lo no reducia la capacidad del LPS para inducir TNFa,
sino que la aumentaba. Dado que se demostré que los péptidos por si solos carecian de
capacidad inductora de TNFa, la citada observacion sugiere que la combinacion LPS-
péptido genera un complejo de mayor capacidad endotoxica que el propio LPS. Este
fenomeno podria tener varias causas. Primeramente, el péptido podria facilitar o
reforzar la interaccién del LPS con el receptor TLR4/MD-2 de CMNh. Otra posibilidad
es que el péptido interactie con el LPS y promueva bien una mayor solubilizacién

(Munford and Hall, 1979), o bien una transicion en los agregados a una fase mas
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endotoxica que la del LPS puro. Este tltimo fendmeno ha sido demostrado mediante el
empleo de agentes catidnicos distintos a péptidos y con afinidad por el LPS, como la
trietilamina (Garidel et al., 2005). Finalmente, algunos autores han descrito que algunos
péptidos antimicrobianos como LL-37 tienen capacidad de unién al receptor CD-14 y
alteran y modifican las respuestas transcripcionales de los macréfagos, como las vias de
produccion de quimioquinas, citoquinas y receptores relacionados con la respuesta
inmunologica (Scott et al., 2002; Scott and Hancock, 2000).

En general, los péptidos que mostraron mayor afinidad por el LPS en el ensayo
BC, como el P4-6, no fueron capaces de bloquear significativamente la liberacion de
TNFa en CMNh. Esta falta de correlacién en los resultados puede deberse a varios
motivos. En primer lugar, es posible que los péptidos se unan al LPS con gran afinidad,
pero que no sean capaces de bloquear la regién endotdxica de la molécula (lipido A),
como se describié anteriormente (David, 2001). En segundo lugar, a pesar de que los
péptidos se puedan unir a la porcion endotoxica del LPS, podrian no ser capaces de
impedir la interaccion de éste con el receptor TLR4/MD-2, y por lo tanto, la cascada de
sefalizacion celular que origina la produccion de TNFa. En tercer lugar, no se puede
descartar que la biodisponibilidad de al menos algunos péptidos en medio especifico
para lineas celulares (RPMI suplementado con suero fetal bovino) se viese reducida por
la potencial unién del péptido a algin componente del medio. Por ultimo, los péptidos
con baja afinidad en el ensayo BC y buena capacidad inhibidora de TNFa podrian tener
una capacidad inmunomoduladora, independiente de su interaccién con el LPS, que
promoviera la activacion o inhibicion de determinadas cascadas de la respuesta celular,
reduciendo asi los niveles de TNFa. Este fendmeno se ha descrito en el péptido LL37,
que es capaz de inhibir genes (NFkB-1, TNFAIP2) implicados en la expresion de
estimulos proinflamatorios a través de la cascada de sefializacion NFkB (Mookherjee et
al., 2006).

Aunque la técnica de la inhibicion del TNFa inducido por LPS aporta
informacién indirecta sobre la afinidad de los péptidos por la endotoxina, posee varias
caracteristicas que la hacen superior al método BC en estudios como el nuestro. Por un
lado, la técnica indirecta permite medir la capacidad antiendotoxica de los péptidos, que
es el parametro con mas relevancia para los posteriores estudios in vivo. Ademas, el

hecho de que se empleen células mononucleares sanguineas acerca este ensayo in vitro
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a las condiciones in vivo, pues este tipo celular es uno de los encargados de detectar y
responder al LPS en el organismo. Finalmente, esta técnica emplea células humanas que
se obtienen a partir de la sangre de voluntarios sanos poco tiempo antes de realizar los
ensayos, lo que probablemente aumente el grado de fiabilidad del método. A pesar de
todo lo anterior y por las citadas limitaciones del método de la inhibicion de TNFa, los
resultados de esta técnica deben ser confirmados posteriormente en modelos animales
de sepsis, que siguen siendo indispensables para evaluar la eficacia de agentes
potencialmente destinados a terapias antiendotoxicas en el ser humano. Por ello, aunque
algunos de los compuestos desarrollados en este estudio poseen propiedades
antiendotdxicas muy prometedoras (por ejemplo los péptidos P4-1, P4-2, P4-5, P4-8,
P4-9, P4-11 y P4-19), es necesario realizar estudios in vivo para confirmar estos

resultados.

Este trabajo ha desarrollado compuestos con baja toxicidad sobre células
humanas y potente actividad potenciadora de varias clases de antibidticos de uso
clinico. No obstante, este estudio presenta algunas limitaciones que sera necesario
abordar en futuros experimentos. Primero, no se ha demostrado que los péptidos
retengan su capacidad permeabilizante y antiendotoxica en presencia de una
concentracion de iones equivalente a la del medio interno humano. De hecho, es bien
conocido que algunos péptidos que son activos a baja fuerza i6nica pierden, al menos
parcialmente, esa actividad cuando se exponen a condiciones fisiologicamente mas
relevantes (por ejemplo, concentraciones de iones sodio por encima de 100 mM)
(Bowdish et al., 2005). Ademas, tampoco se ha medido hasta qué punto nuestros
péptidos son estables en presencia de proteasas humanas o retienen su actividad cuando
se exponen a suero. Se sabe que la sensibilidad a estos dos factores puede limitar
notablemente la actividad bioldgica in vivo de los péptidos antimicrobianos.

Por otra parte, algunos trabajos demuestran el rapido aclaramiento de algunos
péptidos antimicrobianos en estudios in vivo, como la colistina o viomicina (dos
péptidos ciclicos) que muestran una vida media de 2-3 horas (Mensa et al., 2011; Reed
et al., 2001). Otros péptidos antimicrobianos presentan vidas medias incluso mas cortas,
del orden de unos pocos minutos (Brouwer et al., 2008). No obstante, dado que los
péptidos P2 y P3 han demostrado poseer una buena actividad antiendotoxica y

potenciadora de antibioticos in vivo (Brandenburg et al., 2010; Sanchez-Gémez et al.,
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2011), se espera que, a pesar de las posibles limitaciones citadas, alguno de los péptidos
desarrollados pueda demostrar su eficacia en modelos animales de infeccion y/o de
endotoxemia. La baja toxicidad celular y actividad hemolitica de nuestros péptidos
deberia permitir el empleo de una mayor concentracion o de una disminucion del

tiempo interdosis manteniendo asi unas concentraciones terapéuticas adecuadas.

Efecto postantibidtico

El efecto postantibiético (PAE) ha sido objeto de numerosos estudios debido a
su gran interés clinico, ya que -como se comentd en la Introduccion- la posesion de
PAE puede influir notablemente en la actividad terapéutica de un antimicrobiano y por
tanto en los regimenes de dosis empleados (Craig and Gudmundsson, 1996). La
persistencia del efecto antimicrobiano, en conjuncion con una buena capacidad
bactericida, han sido definidos como los pardmetros mas importantes para establecer el
plan de administracion de una terapia antibidtica (Andes and Craig, 1998). Como ya se
ha mencionado, la utilizaciéon de un antimicrobiano con prolongado PAE permite
espaciar sus administraciones sin riesgo adicional. Los microorganismos inicialmente
supervivientes a la exposicion al agente mantienen durante cierto tiempo una tasa de
crecimiento inferior a la habitual y ademas son relativamente insensibles al
antimicrobiano. Este fendmeno permite retrasar la siguiente administracion hasta un
momento en el que la poblacidn bacteriana haya vuelto a las condiciones de crecimiento

normales y haya recuperado su sensibilidad al antimicrobiano.

El objetivo principal de este estudio fue demostrar si algin péptido P4 era capaz
de producir PAE en la cepa clinica P. aeruginosa 4158 Ps4. Si esto fuese asi, se podrian
reducir las dosis necesarias de la terapia combinada sin afectar a la eficacia del
tratamiento. Debido a que el PAE ocurre a concentraciones superiores a la CMI de un
antimicrobiano, se estudio este efecto en los péptidos P4 de menor CMI (P4-8, P4-9 y
P4-18). Nuestros resultados demuestran que sélo P4-9 fue capaz de producir un PAE
significativo de entre 1,3 y 1,4 horas, dependiendo del método de determinacion
empleado. Este hecho puede ser debido a las caracteristicas estructurales de P4-9, ya
que ademas de ser un péptido muy cationico (posee 2 cargas positivas mas que P4-18),
presenta un dominio hidrofébico disperso y potente (superior a P4-8), lo que podria

ayudarle a desestabilizar la bicapa lipidica. Sin embargo, estas conclusiones son
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preliminares, pues no se conocen las relaciones entre la estructura y la actividad PAE de

los péptidos antimicrobianos.

El PAE de péptidos cationicos no ha sido préacticamente estudiado, debido
probablemente a que estos agentes suelen ser bactericidas a su CMI y su mecanismo de
accion (la desorganizacion de la envoltura) produce consecuencias irreparables en una
poblacién bacteriana sensible. La envoltura es sin duda la estructura mas importante
para la supervivencia bacteriana, pues es responsable de la homeostasis, del equilibrio
osmotico y del funcionamiento de la mayoria de procesos celulares. Es posible que la
eleccion del agente antimicrobiano y las condiciones empleadas en nuestros ensayos
hayan favorecido la deteccion de PAE en P4-9. Por un lado, es importante destacar que
P4-9 tiene una CMB mucho mas elevada que su CMI (128 pg/mL frente a 16 pg/mL)
por lo que, a las condiciones de incubacién (32 pug/mL), el péptido no es necesariamente
bactericida, si bien se detectd una significativa reduccion de la viabilidad en el cultivo
tratado respecto al no tratado. En apoyo de esta hipdtesis, se ha descrito que la colistina,
un antimicrobiano muy parecido a la PMB, y bactericida a su CMI (Tabla 1.3), no
provoca PAE frente a P. aeruginosa en las mismas condiciones en las que se llevé a
cabo nuestro estudio (Li et al., 2001), mientras que en nuestros ensayos detectamos un
PAE de tan solo 0,1 h para la PMB. Ademas, es probable que la reduccion del tiempo de
exposicion al péptido (1 hora en nuestro ensayo vs. 2 h en otros protocolos) evite que se
produzcan alteraciones demasiado drasticas desde el punto de vista de la viabilidad
bacteriana.

Es de destacar que P4-9 posee un PAE similar o incluso superior al descrito, en
condiciones experimentales comparables a las de nuestro estudio, para antibi6ticos
convencionales como gentamicina o ciprofloxacino (Dominguez et al., 2001). En otras
condiciones de estudio, se han determinado PAEs de 2,2 horas para la gentamicina, 2,4
horas para ciprofloxacino y 1,5 horas para imipenem, aunque estos ensayos se
realizaron empleando concentraciones cuatro 0 cinco veces superiores a las respectivas

CMIs de estos compuestos (Craig and Gudmundsson, 1996).

Como también hemos observado en este estudio, se ha descrito que el PAE de un
antimicrobiano es dependiente del método de cuantificacién (Craig and Gudmundsson,

1996; MacKenzie et al., 1994). La técnica de referencia para el estudio del PAE es el
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recuento de viables, un método considerado como el mas fiable, pues permite conocer el
impacto del agente en estudio en la viabilidad de la poblacion microbiana y cémo ésta
se recupera numericamente en el tiempo. No obstante, esta metodologia ha sido
criticada por muchos autores, puesto que asume que la relacion entre el numero de
células viables y el de unidades formadoras de colonias (UFC) es igual a uno, lo que
con frecuencia no es cierto. De hecho, muchos bacilos gramnegativos pueden producir
filamentos formados por 20 o mas células cuando son expuestos a los antibidticos, en
especial a B-lactdmicos y, en menor medida, a quinolonas. Cuando el antibiotico se
elimina del medio, estas agrupaciones celulares se separan y aumentan aparentemente el
tamafio de la poblacion (Lorian et al., 1989). En consecuencia, un recuento de viables
posterior a este fendbmeno puede proporcionar resultados paradéjicos (como PAEs
negativos), pues se observa que el cultivo tratado crece en apariencia mas rapido que el
cultivo control sin tratar. Ademas, muchos autores creen que este método sobreestima el
PAE, puesto que al extraer, transferir y sembrar las muestras desde el medio liquido a
un nuevo medio de cultivo sélido para el recuento de viables, las bacterias dafiadas por

el antibidtico pueden perder su viabilidad (Craig and Gudmundsson, 1996).

Como procedimiento alternativo al recuento de viables, se ha descrito que el
método turbidimétrico basado en el uso del sistema semiautomético Bioscreen C
permite también calcular el PAE de antimicrobianos (Lowdin et al., 1993). La eficacia
de este método para el calculo de PAEs de antibidticos convencionales habia sido ya
sefialada por Dominguez y colaboradores (Dominguez et al., 2001), que no encontraron
diferencias significativas entre el método turbidimétrico y el procedimiento de
referencia (el recuento de viables). Nuestros resultados permiten extender estas
conclusiones a péptidos antimicrobianos, pues también nosotros hemos detectado una
buena concordancia entre los dos métodos para el célculo del PAE de P4-9. Esta buena
correspondencia entre los resultados de ambos ensayos también se observd cuando se
evalué un antibiotico control de PAE conocido (la gentamicina). Los ensayos de PAE
con este antibidtico se hicieron con la cepa de control de calidad de antibidticos P.
aeruginosa ATCC 27853, obteniéndose en la técnica turbidimetrica resultados similares

a los descritos para el recuento de viables (resultados no mostrados).

Por otra parte, la técnica turbidimétrica ofrece numerosas ventajas sobre el

método de recuento de viables. Por un lado, el empleo de un sistema semiautomatico
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simplifica el trabajo y hace que los ensayos sean menos laboriosos. Ademas, esta
técnica permite el anélisis de un elevado nimero de muestras, lo que la hace muy atil
para el cribado de compuestos en condiciones experimentales distintas. Finalmente, el
hecho de que empleando este método hayamos obtenido resultados de PAE para
antibidticos convencionales, como gentamicina o ciprofloxacino (0,75 hy 1,5 h en P.
aeruginosa Ps4, respectivamente), muy similares a los publicados por otros grupos (0,8
h'y 1,2 h en P. aeruginosa ATCC 27853, respectivamente (Dominguez et al., 2001)),
sugiere que la técnica es reproducible. Una observacion similar a la anterior se realizo
en P. aeruginosa con el peptido antimicrobiano PMB, en el que se detectd un PAE muy

reducido (0,1 h), confirmando las observaciones de otros autores (Li et al., 2001).

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre péptidos catidnicos
derivados de la lactoferricina humana (Andra et al., 2005; Sdnchez-Gomez et al., 2008),
apenas hay estudios que hayan demostrado el PAE de estos compuestos. Hauckland y
colaboradores descubrieron que algunos derivados de la lactoferricina bovina tenian
PAEs frente a E. coli y S. aureus (Haukland and Vorland, 2000; Haukland and Vorland,
2001). Por otro lado, tampoco se ha investigado la base bioldgica de este efecto en
péptidos antimicrobianos. Al igual que se ha postulado para la colistina (Li et al., 2001;
Plachouras et al., 2007) o la melitina (Han et al., 2009), nuestra hipotesis es que el PAE
detectado en P4-9 puede tener como base bioldgica una severa alteracion de la envoltura
de P. aeruginosa 4158 Ps4. Esta alteracion persistiria durante un periodo de tiempo,
durante el que la bacteria emplearia parte de su energia y metabolismo (con sintesis de
novo de componentes) en la reparacion de su envoltura. Esto explicaria el aumento en el
tiempo de generacién observado tras el tratamiento con P4-9. Los experimentos de

microscopia de fluorescencia y AFM (apartado siguiente) apoyan esta hipotesis.
Permeabilidad asociada al efecto postantibidtico (PAEP)

La capacidad de algunos peptidos antimicrobianos para sensibilizar a las
bacterias a ciertos antibidticos es un hecho bien conocido desde hace décadas (Hancock,
1997a; Vaara and Porro, 1996; Vaara and Viljanen, 1985; Viljanen and Vaara, 1984).
Sin embargo, hasta este trabajo no se habia demostrado que dicha propiedad puede
persistir durante varias horas después de la eliminacion del péptido. Asimismo, no nos

consta que ningln trabajo haya demostrado antes la existencia de sinergia entre un
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péptido y un antibidtico (o incluso entre dos antibioticos) cuando los dos compuestos no

estan presentes de manera simultanea en el ensayo.

La identificacion del PAEP tiene importantes implicaciones terapéuticas para un
agente que fuera a administrarse conjuntamente con un antibiotico. De hecho, si uno de
los dos componentes de una combinacion de antimicrobianos causara PAEP se podria
esperar que no fuera necesaria la presencia simultanea de los dos componentes para
asegurar la eficacia del tratamiento. Esto es especialmente relevante en el caso de los
péptidos antimicrobianos, pues como se menciond anteriormente, estos compuestos
poseen una vida media in vivo significativamente menor que la de otros antibioticos.
Por tanto, la posesion de PAEP en un péptido compensaria su reducida vida media, pues
un antibiético co-administrado podria ejercer su accion en ausencia del agente

potenciador.

Aunque el fendbmeno del PAEP es novedoso en la literatura cientifica, se han
publicado numerosos estudios centrados en cuantificar parametros similares como el
efecto sub-CMI (Sub-MIC effect (SME)) o el efecto postantibidtico sub-CMI
(Postantibiotic Sub-MIC effect (PA-SME)) (Cars and Odenholt-Tornqvist, 1993;
Fuentes et al., 1998; Licata et al., 1997; Odenholt, 2001; Odenholt et al., 2003;
Odenholt-Torngvist et al., 1991; Odenholt-Torngvist et al., 1992). Todos estos trabajos
se basan en realizar una segunda exposicién al mismo antibidtico a concentraciones
subinhibitorias tras haber realizado un pre-tratamiento con ese antibidtico a
concentraciones superiores a su CMI durante un corto periodo de tiempo, observandose
una sensibilizacion de la bacteria o un retraso adicional en su crecimiento. Otro efecto
frecuentemente estudiado es el PALE (Postantibiotic Leucocyte Enhancement), un
fendmeno caracterizado por una mayor susceptibilidad bacteriana a la fagocitosis o a la
muerte intracelular en leucocitos cuando los microorganismos se encuentran en la fase
postantibidtica (Craig and Gudmundsson, 1996). Finalmente, otros estudios han
analizado el PAE producido por la combinacion de dos o varios antibidticos, pero nunca

utilizando una metodologia secuencial (Craig and Gudmundsson, 1996).

Tomados en conjunto, nuestros experimentos demuestran que el PAEP es
producto de una alteracion en la envoltura producida por el péptido y que este efecto

persiste coincidiendo con el tiempo necesario para que la bacteria repare ese dafio
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estructural. De acuerdo con esta hipotesis, la envoltura seria permeable a otros
compuestos durante el tiempo de reparacion. A su vez el mencionado dafio estructural

explicaria la existencia de PAE, como se postul6 en el apartado anterior.

Hay varias lineas de argumentacion que apoyan nuestra hipotesis. Asi, el PAEP
parece un fendmeno especifico de aquellos antimicrobianos que provocan un dafio en la
envoltura, como los péptidos cationicos. Por el contrario, el hecho de que un
antimicrobiano posea PAE, no implica necesariamente que provoque PAEP. Asi,
nuestros resultados demuestran que, ni siquiera los antibidticos para los que hemos
detectado los valores de PAE mas altos, como el ciprofloxacino (1,5 h), poseen PAEP
en combinacién con la novobiocina. Algunos autores han descrito que la gentamicina
puede penetrar en la célula permeabilizando la envoltura, de una manera similar a como
lo hacen los péptidos antimicrobianos (Vaara, 1992). Sin embargo, nuestros resultados
indican que la posible alteracidon en la envoltura provocada por la gentamicina no es
suficiente para causar PAEP, aun cuando este antibiotico posee un marcado PAE (0,75
h). Seria necesario realizar experimentos méas detallados para demostrar que la
gentamicina produce efectivamente alteraciones estructurales en la envoltura bacteriana.
Por el contrario, el péptido antimicrobiano para el que se ha determinado el valor de
PAE mas bajo (PMB; PAE= 0,1 h), provoca un potente PAEP que persiste al menos 2 h.
Precisamente, las severas alteraciones provocadas por la PMB en la envoltura de
gramnegativos son la manifestacion ultraestructural mas patente de la interaccion de

este péptido con la membrana externa bacteriana (Martinez de Tejada et al., 1995).

En concordancia con la hipétesis formulada para explicar el PAEP, hemos
demostrado que la duracién de este efecto (siempre menos de 3 h) es una propiedad
caracteristica del péptido antimicrobiano y es independiente del antibiotico empleado en
el estudio. Por el contrario, cada antimicrobiano aprovecha con diferente eficacia el
periodo PAEP causando distintos retrasos temporales, que hemos definido como S-
PAEPs. Como hemos demostrado, el valor de este ultimo pardametro depende, no so6lo
del tipo de antimicrobiano usado, sino también de los mecanismos de resistencia a ese
determinado antibiotico que la cepa empleada posea. Ademas, la progresiva reduccion
de S-PAEP conforme transcurre el tiempo entre la eliminacion del péptido y la adicion

del antibidtico estd en buena correlaciébn con nuestra hipotesis, pues éste seria
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precisamente el fenomeno previsible en un proceso de reparacion gradual de la

envoltura celular como el que hemos postulado.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante microscopia de fluorescencia
son una demostracion directa de que la envoltura de P. aeruginosa tratada con P4-9 esta
permeabilizada, sin que ello resulte en una pérdida total de viabilidad. Como se ha
comentado anteriormente, esta Ultima observacion era de esperar, dado que la
concentracion de P4-9 empleada en estos ensayos era muy inferior a la CMB del
péptido. Aln asi, este resultado no seria concluyente sin los recuentos de viables, que
mostraron un aumento progresivo de la poblacion bacteriana tras la eliminacion de P4-
9, evidenciando que efectivamente la poblacion bacteriana contenia un porcentaje muy
significativo de organismos viables. Ademas, nuestros resultados con la PMB indican
que no parece necesario que un péptido sea bacteriostatico para tener PAEP. En efecto,
la practica totalidad de las células tratadas con PMB a dos veces su CMI presentan un
color rojo intenso, indicativo de la pérdida de viabilidad bacteriana. Esta observacion es
coherente con el hecho de que la PMB sea bactericida a su CMI y concuerda con los
bajos valores de PAE obtenidos para este agente (0,1 h). No obstante, la reduccion de la
viabilidad de la poblacion bacteriana sometida a este tratamiento no fue del 100 %,
como demostraron los recuentos de viables realizados en muestras control procesadas
en paralelo (resultados no mostrados). Por tanto, dado que la PMB provocd PAEPs muy
significativos, parece claro que en las muestras tratadas con este agente deben existir
células que, con una envoltura celular dafiada, conserven su viabilidad. La existencia de
esta poblacion celular, que debido probablemente a la baja sensibilidad de la técnica de
fluorescencia no se detecta como de color amarillo, explicaria la capacidad de la PMB

para causar PAEPs.

Los cambios estructurales y ultraestructurales que se producen en las bacterias
sensibles a péptidos antimicrobianos tras su exposicion a estos agentes han sido
visualizados y caracterizados mediante microscopia, tanto electronica (Craig and
Gudmundsson, 1996; Epand et al., 2005; Martinez de Tejada et al., 1995), como de
fuerza atémica (AFM) (Turnidge et al., 1994). Mediante el uso de AFM, hemos podido
obtener evidencia experimental directa de los cambios que ocurren en la envoltura de P.
aeruginosa 4158 Ps4 tras una exposicion a P4-9 o a PMB. Nuestros resultados

confirman que la PMB provoca alteraciones muy severas en la envoltura de P.
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aeruginosa. Estas alteraciones se manifiestan como una heterogeneidad en la superficie
bacteriana, en la que se observan profundas depresiones y evaginaciones de entre 10 y
15 nm de diferencia de nivel. Otros autores ya describieron alteraciones similares
mediante AFM, tanto en membranas de lipidos artificiales tratadas con protegrina 1
(Capone et al., 2010) como con péptidos sintéticos derivados de la lactoferricina bovina
frente a P. aeruginosa, E. coli y S. aureus (Liu et al., 2011). Asimismo, hemos
demostrado que la exposicion de P. aeruginosa a P4-9 produce alteraciones similares a
las observadas en células tratadas con PMB, aungque de menor magnitud (diferencias de
nivel de 5-10 nm entre “picos” y “valles”). Estas diferencias probablemente reflejen la

intensidad del dafio producido por cada uno de los agentes.

Por otro lado, mediante AFM hemos podido caracterizar la superficie de células
de P. aeruginosa que, tras el tratamiento y posterior eliminacion de P4-9, habian sido
cultivadas en medio libre de péptido. Nuestros resultados demuestran que las bacterias
que se cultivaron durante 1 h en ausencia de péptido poseen una envoltura mucho
menos rugosa que la de las células observadas a tiempo 0. Concretamente, en las
primeras, el AFM reveld la ausencia del perfil en sierra observado en las bacterias
recién tratadas con P4-9, y en su lugar, s6lo se aprecié una leve ondulacion de 1-2 nm
de diferencia de nivel. Este hecho indica con toda probabilidad que durante la primera
hora de crecimiento las bacterias dafiadas por el péptido, pero que han permanecido
viables durante el tratamiento, Ilevan a cabo un proceso de reparacién de las lesiones de
su envoltura. En apoyo de esta hipdtesis, la técnica AFM fue incapaz de poner de
manifiesto diferencias entre la envoltura de las bacterias cultivadas dos horas en
ausencia de P4-9 y la de sus iguales no tratadas con el péptido. Esto indica que el
proceso de reparacion ha seguido progresando entre la primera y la segunda hora de
crecimiento. No obstante, los ensayos S-PAEP demuestran que la envoltura de las
bacterias es aun permeable a los antibidticos tras dos horas de la retirada del péptido y

gue debe pasar 1 h méas para que esta estructura recupere completamente su integridad.

Cabria la posibilidad de que aquellas células con apariencia normal tras dos
horas de crecimiento sin péptido pudieran provenir de bacterias que no hubieran estado
en contacto con P4-9, bien porque hubieran quedado protegidas (por agregacion, por
ejemplo) o por una disponibilidad insuficiente del péptido en el ensayo. Esto es

tedricamente posible, pero muy improbable, dada la buena homogeneidad observada
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mediante AFM en la poblacion tratada con P4-9 en cada uno de los intervalos de tiempo
muestreados. Ademas, la intensa reduccion de la viabilidad observada en los recuentos
demuestra la efectividad del tratamiento con P4-9 y hace dificil creer que hayan
quedado células sin interactuar con el péptido. Finalmente, dado que el tiempo de
generacion de P. aeruginosa en el medio de cultivo empleado es 27,1 minutos, no es
facilmente concebible cémo una poblacion minoritaria de células no dafiadas podria
proliferar tan rapido y llegar a constituir la mayoria de la poblacion bacteriana en el
intervalo de tiempo en estudio. No obstante, en futuros experimentos de AFM seria
interesante realizar un muestreo mas amplio para poder demostrar la representatividad
de cada una de las fases, asi como realizar una cuantificacion de las células alteradas
(AFM) respecto al numero total de células (microscopia de fluorescencia) en cada una

de las fases del estudio.

Por otro lado, se ha descrito que las lesiones generadas por la PMB en algunos
gramnegativos como E. coli pueden convertir a la bacteria en sensible a proteinas con
actividad hidrolitica sobre el peptidoglicano, como la lisozima (Martinez de Tejada et
al., 1995). El hecho de que P4-9 no induzca una sensibilizacién similar sobre P.
aeruginosa (ausencia de actividad litica y de S-PAEP de la lisozima; resultados no
mostrados), sugiere que la alteracion producida por el péptido no es de suficiente
magnitud para exponer el peptidoglicano a la lisozima. Dado que, como nuestros
resultados demuestran, P. aeruginosa es mas resistente a P4-9 (CMB de 128 pg/mL)
que E. coli (CMB de 16 pg/mL; Capitulo 1 de Resultados), es probable que la envoltura
del primer microorganismo sea también mas resistente que la del segundo a P4-9. No
obstante, para confirmar esta hipOtesis seria interesante caracterizar la alteracion
producida por P4-9 en P. aeruginosa mediante experimentos de microscopia electrénica
(TEM, SEM) empleando E. coli como control.

Por otra parte, como se explicé en la Introduccién, algunos autores postulan que
el PAE es consecuencia del tiempo que dura la interaccion entre el antibidtico (el
péptido en nuestro caso) y su diana molecular. Aunque en nuestros experimentos
realizamos tres lavados sucesivos para eliminar el péptido, no se puede descartar que
éste hubiera podido permanecer asociado a las células y, mas concretamente, ligado a la
envoltura. De hecho, la formacién y persistencia de poros en la envoltura celular

parecen ser dependientes de la presencia del agente permeabilizante (Dawson and Liu,
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2008). Por otro lado, algunos trabajos indican que el PAE producido por algunos
antimicrobianos esta asociado a su persistencia limitada en el sitio de accion, como
parece suceder con los antibidticos que se unen a la subunidad menor del ribosoma
(eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina) (Craig and Gudmundsson, 1996). Para
investigar esta hipotesis y entender mejor el mecanismo del PAE de P4-9, seria
necesario realizar ensayos con el péptido marcado con un fluorocromo (cloruro de
dansilo o FITC, por ejemplo). Alternativamente, se podria recurrir a técnicas de
microscopia confocal empleando anticuerpos anti-P4-9 marcados con un fluorocromo o
bien a ensayos de western blot con células bacterianas enteras tratadas con el péptido,
de manera que se pudiera observar la presencia, dindmica y ubicacion del péptido
durante la fase PAE.

Nuestros resultados indican que el PAEP causado por el péptido P4-9 puede ser
aprovechado por antibidticos a concentracion subinhibitoria para neutralizar, en parte,
los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa. Este hecho se demostr6 en primer lugar
con la cepa LC1-6, que sobreexpresa la bomba MexAB-OprM, un sistema capaz de
expulsar antibiéticos como la novobiocina al exterior de la célula. De hecho, la CMI de
la novobiocina sobre LC1-6 es al menos ocho veces superior a la de la cepa parental,
PAO1, que no sobreexpresa dicho sistema (Sanchez-Gémez, 2008). Dado que P4-9
causd S-PAEP,,, sobre LC1-6 comparables a los de PAOL, se puede deducir que el
tratamiento con el péptido desbarata eficazmente la accién del sistema de expulsion
MexAB-OprM. Esta observacion sugiere que, ni siquiera una sobreexpresion de la
bomba es capaz de expulsar la novobiocina, que probablemente se acumule de forma
masiva en el periplasma bacteriano tras la accion del péptido. Esto no es de extrafiar,
dado que se ha descrito que las bombas de expulsién dependen para su funcionamiento
de la integridad de la envoltura celular (Nikaido, 2003). Un fendmeno similar a éste fue
descrito por Sanchez-Gomez y colaboradores empleando también la cepa LC1-6 en
sinergia con novobiocina, aunque en ese trabajo el antibidtico se afiadio en presencia de
péptido (Sanchez-Gdémez, 2008).

Finalmente, nuestros resultados demuestran que ademas de la novobiocina, hay
otros antibidticos que pueden sensibilizar a P. aeruginosa durante el tiempo que dura el
PAEP provocado por P4-9. Los antibidticos seleccionados para estos ensayos

(eritromicina, fosfomicina y ceftazidima) difieren notablemente en su hidrofobicidad,
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mecanismo de accion, via de entrada en la célula y tamafo. Aunque la hidrofobicidad de
la novobiocina y de la eritromicina son similares (logParticion octanol-agua (logP) de
2,45 y 3,06, respectivamente), el primer agente fue capaz de causar S-PAEPS mas
potentes que el segundo. Este hecho quiza se deba a que la novobiocina, dado su menor
tamafio (MW: 612 Da), penetre mejor que la eritromicina (MW: 1092 Da) en la célula.
Otra posibilidad es que la célula sufra un mayor dafio por la accién de la novobiocina,
cuyo blanco es una proteina implicada en la replicacion del ADN (ADN-girasa), que por

la eritromicina, un agente que interfiere con la funcion ribosomal.

Se ha descrito que los antibidticos mas hidrofilicos no suelen verse afectados por
cambios estructurales en la membrana externa, ya que su via de entrada en la célula son
las porinas y ciertos transportadores especificos, que soportan mejor dichos cambios
(Denyer and Maillard, 2002). De hecho, en el presente estudio y en otros previos
(Sanchez-Gomez et al., 2011), nuestro grupo demostré que los péptidos derivados de la
lactoferricina potencian mejor a la novobiocina y a otros agentes hidrofobicos que a
antibiodticos hidrofilicos. Los resultados de este trabajo revelan que el PAEP causado
por P4-9 puede ser aprovechado eficazmente también por antibidticos hidrofilicos,
como la fosfomicina y los p-lactdmicos. Asi, la polaridad de la fosfomicina (logP de -
1,4) no impidié a este antibiotico causar S-PAEPs incluso superiores a los de la
eritromicina sobre células de Ps4. Es de destacar que la entrada de fosfomicina al
interior de la célula se produce a través de un transportador transmembrana dependiente
de glucosa-6-fosfato. Nuestros resultados sugieren que el pequefio tamafio de la
fosfomicina (MW: 138,1 Da) podria facilitar el acceso de este agente al interior de la
célula por vias adicionales producidas por la accién del péptido y distintas de su via
normal de entrada. Para investigar esta hip6tesis habria que repetir los experimentos de
PAEP con fosfomicina empleando mutantes carentes de dicho transportador o bien en

presencia de agentes que blogueen la accion de este sistema de transporte.

Sin duda, uno de los resultados mas inesperados de entre los obtenidos en este
trabajo fue la deteccidn de la potente capacidad de la ceftazidima, una cefalosporina de
tercera generacion, para aprovechar el PAEP provocado por P4-9 en Ps4. Este resultado
es especialmente relevante, pues la ceftazidima es un antibiotico de amplio uso clinico
frente a P. aeruginosa. De entre los antibidticos usados, la ceftazidima fue el que causé

los S-PAEPs maés largos. De hecho, cuando se emplearon células de Ps4 que se habian
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tratado con el péptido recientemente (menos de 2 h antes de la adicion del antibiotico),
no fue posible determinar el valor del S-PAEP, pues éste superd la duracion total del
ensayo. Sin embargo, este fendmeno no sucedio cuando se empled cefalotina, una
cefalosporina de primera generacion frente a la que P. aeruginosa presenta —como otros
muchos gramnegativos- resistencia intrinseca. Esta observacion sugiere que la
sensibilizacion a cefalosporinas es un fenémeno restringido a aquellas cefalosporinas

que presentan cierta actividad anti-pseudomaénica.

La potente actividad de la ceftazidima frente a Ps4 fue inesperada, pues se
asume que este antibidtico, como la mayoria de B-lactdmicos, penetra en la célula a
través de las porinas (Denyer and Maillard, 2002), y se esperaba que esta via se alterase
poco tras la accion de P4-9. Ademas, como hemos demostrado en este trabajo, Ps4
expresa una [-lactamasa AmpC desreprimida, es decir, una enzima que se expresa de
manera constitutiva y que tiene gran capacidad para hidrolizar cefalosporinas. Para
confirmar las observaciones hechas con Ps4, se empled una cepa de constitucion
genética conocida, el triple mutante PAAADADh2ADO3 que sobreexpresa AmpC de
manera establemente desreprimida. Aunque la ceftazidima también inhibié muy
significativamente al triple mutante, éste se mostré mas resistente al antibiético que Ps4,
lo que probablemente guarde relacién con los niveles relativos de expresion de AmpC

en ambas cepas.

Aunque no tenemos una explicacion definitiva, se pueden formular varias
hipétesis sobre la causa de la potente sensibilizacion de Ps4 a la ceftazidima. Por un
lado, la concentracion de ceftazidima empleada en los ensayos de sensibilizacion fue
una de las mas altas en relacién a su CMI. En general, en estos ensayos se empled para
todos los antibidticos la concentracion mas alta de entre las que no provocaban retraso
sobre un cultivo control sin tratar con el péptido, con objeto de poder facilitar la
observacion de S-PAEP. Sin embargo, esto complica la comparacion entre los S-PAEP,
dado que la dilucién empleada puede variar para cada antibiético. De hecho, los ensayos
con ceftazidima se realizaron usando 16 pg/mL, es decir, s6lo 1/4 de la CMI de este
compuesto sobre la cepa Ps4. Con el resto de antibioticos se emplearon concentraciones
8 veces inferiores a la CMI del antibidtico, salvo para la cefalotina, de la que se usé 1/2

de su CMI. Es de destacar que la cefalotina, a diferencia de la ceftazidima, mostré una
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actividad antimicrobiana muy modesta sobre la cepa Ps4 (CMlcetaiotina= 1024 pg/mL vs.
CMlceftazigima= 64 pg/mL).

Sin embargo, la mencionada explicacion no parece ser suficiente para aclarar la
magnitud del fendmeno observado, pues cuando se repitieron los ensayos con
ceftazidima empleando 1/16 de su CMI, este compuesto siguié siendo
comparativamente el que causé S-PAEPs maés potentes (Tabla 3.1). Por ello, pensamos
que debe haber otros mecanismos que refuercen la accion inhibitoria de ceftazidima
frente a P. aeruginosa, sobre todo teniendo en cuenta la produccién de cefalosporinasa
en las cepas empleadas. Dado que la ceftazidima no es muy hidrofilica (logP de -1,6),
quiza pueda penetrar en la célula por alguna via independiente de porinas, como hemos
postulado previamente para la fosfomicina. Este mecanismo podria ser responsable del
rapido efecto letal de la ceftazidima observado en Ps4, a pesar de la expresion
constitutiva de AmpC, pues seria previsible una saturacion de la enzima. En apoyo de
esta hipdtesis, mientras que en otras bacterias como Klebsiella pneumoniae se ha
descrito que la ceftazidima penetra en la célula a través de la porina OmpK35
(Domenech-Sanchez et al., 2003), ain no se ha identificado un mecanismo de entrada
equivalente en P. aeruginosa. No obstante, habria que demostrar la existencia de este
hipotético mecanismo, para lo cual se podria estudiar si la CMI a este antibidtico es
mayor en alguno de los mutantes deficientes en porinas disponibles. Asimismo, para
estudiar si el fendbmeno observado es especifico de la ceftazidima, es necesario
investigar si otras cefalosporinas de tercera generacién, como por ejemplo la
cefotaxima, cefoperazona o ceftriaxona, generan S-PAEPs tan potentes como la

ceftazidima en P. aeruginosa.

Finalmente, nuestros resultados indican que se deben interpretar con precaucion
los valores de S-PAEP de un antibidtico obtenidos en una cepa muy sensible a ese
compuesto. Un claro ejemplo es el débil S-PAEP de la ceftazidima que se detect6 en la
cepa de referencia PAOL. Este resultado se debe probablemente a la baja concentracién
de ceftazidima que hubo que emplear (0,5 pg/mL) para asegurar que el antibiético no
tuviera una accion inhibitoria por si mismo. Una observacion similar se realizo con la
gentamicina. En cambio, los resultados obtenidos con ceftazidima en P. aeruginosa
4158 Ps4 y el mutante PAAADDO2Dh3 son probablemente concluyentes, dado que

ambas cepas tienen la misma CMI a ceftazidima.
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Consideraciones metodoldgicas sobre PAEP

La identificacion de PAEP, un fendbmeno no descrito anteriormente, nos obligo a
disefiar protocolos y parametros especificos para su cuantificacion. Concretamente, se
pusieron a punto dos métodos, uno basado en el recuento de viables y otro en el sistema
Bioscreen C descrito anteriormente para el calculo del PAE (Lowdin et al., 1993). En
ambos métodos, se considerd el momento de la adicion del antibiotico como punto de
inicio del efecto, pero el S-PAEP se calculdo de forma distinta segin la técnica
empleada. Asi en el ensayo de recuento de viables, el S-PAEP se definio como el
tiempo que necesitd el cultivo para recuperar el nimero de viables que tenia en el
momento de la exposicion al antibidtico. En cambio, en la técnica basada en Bioscreen
C, el S-PAEP se definio como el retraso del cultivo tratado con el antibidtico en
relacién con el no tratado para alcanzar un determinado valor de absorbancia (Aso;

Material y Métodos).

A diferencia del PAE, la cuantificacion del S-PAEP mediante recuento de
viables y turbidimetria no proporciond un valor similar (Figura 6-C en seccién Material
y Métodos), probablemente debido a que el método turbidimétrico pasa por alto el
tiempo en el que desciende la viabilidad del cultivo tras la adicion del antibiético. No
parece apropiado descontar ese intervalo en el célculo del S-PAEP mediante recuento de
viables, pues su duracion varia dependiendo del tiempo transcurrido entre la eliminacién
del péptido y la adicion del antibidtico, es decir, del tiempo que el cultivo ha estado
creciendo en ausencia del péptido. Este mismo hecho indica que el calculo mediante
recuento de viables ofrece una informacion mas completa del fenémeno PAEP.
Ademas, esta informacion es mas grafica e intuitiva que en el caso de la técnica
turbidimétrica, pues en los ensayos de recuento de viables, el tamafio de la concavidad

(Figura 6-A en seccion Material y Métodos) informa de la magnitud del dafio celular.

Una posible manera de corregir el S-PAEP obtenido mediante la técnica de
recuento de viables en relacion con un cultivo control no tratado con el antibiotico seria
definir este parametro como la diferencia entre el tiempo requerido por el cultivo tratado
con antibidtico para aumentar 1 log (10 veces) la poblacion justamente después de la
adicion del antibidtico y el tiempo requerido por el cultivo no tratado con el antibidtico

para aumentar la poblacién en la misma magnitud. Esta posibilidad obligaria a hacer
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lecturas 10-12 horas después de la adicion del antibidtico debido al intervalo de
letalidad observado, lo que implicaria experimentos de 16-20 horas de duracion. Por
este motivo, esta posibilidad se descarté para el calculo del S-PAEP.

Sin embargo, como se comentd para el calculo del PAE, la técnica
turbidimétrica adaptada a la determinacion del PAEP, tiene la ventaja de ser menos
laboriosa y de permitir el analisis de un elevado nimero de muestras. Esto hace que este
método sea muy util para el cribado de compuestos en condiciones experimentales
distintas. Nuestros resultados indican que este cribado deberia ir seguido de un estudio
PAEP mediante recuento de viables para caracterizar en mas detalle la accion de los

compuestos seleccionados.

Conclusién y perspectivas futuras

El presente estudio es el primero que demuestra que la actividad bactericida de
los antibidticos puede ser potenciada por péptidos antimicrobianos, tanto si éstos estan
presentes a concentraciones subinhibitorias, como si -habiendo actuado a
concentraciones por encima de su CMI- los péptidos no estan ya presentes. Este doble
mecanismo de accion de los péptidos podria tener aplicacion terapéutica, pues las dos
actividades mencionadas son tedricamente compatibles in vivo. De hecho, la
concentracion de cualquier farmaco en un organismo varia en el tiempo y suele ser
distinta en cada compartimento interno. Por ello, durante el tratamiento con una terapia
combinada péptido-antibidtico es de esperar que, mientras en algunas zonas solo se
alcancen concentraciones subinhibitorias del péptido, en otras el péptido actle por
encima de su CMI. Nuestros resultados sugieren que, en ambas situaciones y siempre
que haya antibiético disponible, podria existir sinergia péptido-antibidtico. De hecho, es
probable que la combinacién de estas dos actividades pueda explicar la eficacia de la
potenciacion de antibiéticos demostrada en modelos animales de sepsis (Ofek et al.,
1994; Sanchez-Gomez et al., 2011).

En el contexto actual de expansion de la resistencia antibidtica y de la grave
limitacién de opciones terapéuticas frente a algunos patdgenos multiresistentes, los
fenomenos de sensibilizacion antibiotica identificados en el presente trabajo pueden
tener importantes implicaciones clinicas. Es de destacar que, como este trabajo revelo,

P4-9 afiadido a concentraciones subinhibitorias no actud en sinergia con la novobiocina
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(CIF > 0,5; capitulo 1 de Resultados). No obstante, las células tratadas con este péptido
por encima de su CMI se convirtieron temporalmente en sensibles, no sélo a
novobiocina, sino a una amplia variedad de antibi6ticos de uso clinico y pertenecientes
a distintas clases, como cefalotina, fosfomicina, eritromicina, rifampicina, ceftazidima,
ciprofloxacino, etc... Si estas observaciones in vitro se tradujeran en tratamientos
eficaces, muchas opciones terapéuticas hoy en desuso por la alta prevalencia de

resistencias podrian volver a emplearse.

No obstante, para confirmar estas prometedoras observaciones seria necesario
demostrar la presencia in vivo de un fendmeno de “sinergia secuencial” como el
identificado in vitro en este trabajo. Para ello, se podria usar un modelo animal de
bacteriemia y administrar a los animales primero el péptido y, una vez que la presencia
del péptido fuera indetectable en el animal, tratar con el antibidtico. Otros grupos
experimentales podrian recibir el antibiotico con un mayor espaciamiento en relacion

con la administracion del péptido.

En relacion con el PAE producido por P4-9, seria interesante realizar
experimentos de PALE para determinar la sensibilidad de P. aeruginosa en fase post-
antibiotica a los leucocitos humanos. Ademas, se podrian realizar estudios de PAE con
P4-9 in vivo empleando alguno de los modelos murinos més utilizados, como el de
infeccion en muslo o neumonia, (Craig and Gudmundsson, 1996). En cuanto al PAEP,
se podria investigar si P4-9 puede aprovechar el PAEP causado por si mismo para
sensibilizar a P. aeruginosa a la accion de una menor concentracion de péptido, es decir
investigar la existencia de Sps.9-PAEP tras el tratamiento con P4-9. Ademaés, se podria
estudiar si un péptido puede sensibilizar la bacteria a un péptido distinto, por ejemplo
investigando si existe Sps.o-PAEP tras el tratamiento con PMB 0 Spyvs-PAEP tras el
tratamiento con P4-9. Por ultimo, tras los prometedores resultados obtenidos en los
ensayos PAEP con ceftazidima y P4-9 in vitro, se planea realizar un estudio de eficacia
in vivo de esta combinacién frente a P. aeruginosa Ps4 en el modelo animal de

bacteriemia descrito en este trabajo.

Nuestros resultados sugieren que la capacidad de provocar PAEP no se restringe
a los péptidos en los que este efecto se ha descrito aqui (P4-9 y PMB), sino que muy

probablemente sea compartida por otros muchos agentes antimicrobianos con actividad
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perturbadora de la envoltura bacteriana. Todas estas observaciones podrian simplificar
el desarrollo de nuevos agentes con actividad PAEP mejorada y facilitar la aplicacion

clinica de este fenémeno.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacion de un andlisis de estructura actividad (QSAR) basado en
descriptores Peptide Descriptors from Sequence (PEDES) y en la metodologia Partial
Least Squares (PLS) proporcion6 en dos veces sucesivas péptidos derivados de la
lactoferricina con actividad permeabilizante mejorada sobre la envoltura celular de una
cepa clinica multiresistente de Pseudomonas aeruginosa. No obstante, este método no
fue capaz de predecir con precision los valores de actividad permeabilizante de los
péptidos.

2. Los mejores péptidos desarrollados en este trabajo:

a. carecen de actividad citotdxica y hemolitica.

b. actdan in vitro en sinergia con antibiéticos no sélo hidrofébicos, como la
novobiocina y la azitromicina, sino también mas hidrofilicos, como la
doxiciclina y el B-lactdmico cefotaxima.

c. forman combinaciones réapidamente letales en combinacién con la
novobiocina y mantienen la actividad sinérgica con este antibidtico
incluso durante 24 h.

d. superan en algunos parametros la capacidad permeabilizante del
compuesto de referencia, el nonapéptido de polimixina B.

e. presentan, en general, un mecanismo de accion bacteriostatico con CMls
mejores que la polimixina B sobre bacterias grampositivas, pero peores
que este compuesto frente a microorganismos gramnegativos.

f. se unen al lipopolisacarido de Pseudomonas aeruginosa con una afinidad
inferior a la de la polimixina B, pero inhiben la produccion de TNFa
inducido por lipopolisacarido en células mononucleares humanas con
una eficacia similar a la de este compuesto de referencia.

3. En general, los mejores antimicrobianos coinciden con los péptidos de mayor
capacidad antiendotoxica y esta propiedad la presentan los compuestos de mayor
tamafo, carga positiva neta y nimero de residuos hidrofébicos. Por el contrario, una
buena capacidad permeabilizante se asocia con péptidos mas cortos, con menos residuos
de triptofano, un momento hidrofobico moderado y un angulo de dominio hidrofobico
no mayor de 200 °.
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4. La actividad antimicrobiana se correlaciona negativamente con la capacidad
potenciadora de novobiocina, lo que sugiere que ambas actividades tienen bases
estructurales distintas.

5. El método del tablero (checkerboard) es una técnica fiable y puede emplearse
como técnica de cribado para el céalculo de la actividad sinérgica entre péptidos
antimicrobianos y antibidticos. No obstante, conviene complementar este método con el
de las curvas de letalidad (killing curves), que proporciona informacion mas precisa y
completa.

6. Aunque el tratamiento combinado P4-1-azitromicina redujo en 10 veces la
concentracion de bacterias en sangre en un modelo murino de infeccion por
Pseudomonas aeruginosa multiresistente, el nivel de potenciacion del péptido in vivo no
fue suficiente para proteger significativamente a los animales, si bien estos mostraron
una clara tendencia hacia una mayor supervivencia que los animales no tratados (p<
0,086).

7. Empleando una cepa clinica multiresistente de Pseudomonas aeruginosa, se ha
identificado un péptido (P4-9) capaz de producir un efecto postantibiético de una
magnitud similar a la descrita para los antibioticos convencionales con efecto
postantibiotico més potente.

8. Un cultivo bacteriano tratado con P4-9 a dos veces su CMI y cultivado
posteriormente en ausencia del péptido, es sensible a concentraciones subinhibitorias de
varias clases de antibioticos de uso clinico al menos durante dos horas. Este fenémeno,
que no se habia descrito hasta este trabajo, se ha denominado ‘“Permeabilidad Asociada
al Efecto Postantibidtico” (o en inglés, Post-Antibiotic Effect associated
Permeabilization (PAEP)) y parece ser exclusivo de agentes cuyo mecanismo de accion
implica una desorganizacion de la envoltura celular bacteriana.

9. Durante el periodo de Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiotico, los
antibidticos causan sobre los cultivos retrasos temporales de duracion variable, que
hemos definido como “Sensibilizacion durante el periodo de Permeabilidad Asociada al
Efecto Postantibiotico” (Sensitization during Post Antibiotic Effect associated
Permeabilization (S-PAEP)).

10.  Con toda probabilidad, la Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiotico es
producto de una alteracion en la envoltura bacteriana causada por peptidos
antimicrobianos que producen Efecto Postantibidtico y su persistencia en el tiempo

coincide con el tiempo necesario para que la bacteria repare ese dafio estructural.
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11.  El método turbidimétrico basado en el sistema Bioscreen C y empleado en este
trabajo ha demostrado su utilidad y eficacia para el célculo del Efecto Postantibi6tico y
de la Permeabilidad Asociada al Efecto Postantibiotico de péptidos antimicrobianos.
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Anexo 1

AnexolA: Péptidos de 12 generacidn: secuencias

Péptidos Secuencias

LF11 FOWOQORNI RKVR -NH,
C12LF11 laurii F Q WQ R NI RK VR -NH,
P1-1 F WQRNI RKVR -NH,
P1-2 F WOQR |l RKV R -NH,
P1-3 F wW R NI RKYVR -NH,
P1-4 F WQRNIR V R -NH,
P1-5 F WQ RN I KV R -NH,
P1-6 F w R I RKV R -NH,
P1-7 F WQRNI RKYVRR -NH,
P1-8 F WQRNI RKY KK -NH,
P1-9 F WQRNI RKVRRR -NH,
P1-10 F WQRNI RKY KKK -NH,
P1-11 F WOQORNI RKVRRR -NH,
P1-12 F WOQORNI RKVRRR -NH,
P1-13 F WQRNI RKY KKK -NH,
P1-14 F WOQORNI RKY KKK -NH,
P1-15 F WOQRRI RKVRR -NH,
P1-16 F WQRKI RKY KK -NH,
P1-17 RF WQRNI RKVRR -NH,
P1-18 K WQRNI RKVRR -NH,
P1-19 R WOQORNI RKVRR -NH,
P1-20 RR WQRNI RKVRR -NH,
P1-21 RF WOQRNI RKYR -NH,
P1-22 RF WQRNI RKYRR -NH,
P1-23 R WQRNI RKYRR -NH,
P1-24 RR WOQORNI RKYRR -NH,
P1-25 cF WOQORNI RKVR -NH,
P1-26 CF WQRNI RKV CR -NH,
P1-27 C WQRNI RKCR -NH,
P1-28 cF WOQORNI RKVR -NH,
P1-29 F WORNIRKIR -NH,
P1-30 F WQRNI RKLR -NH,
P1-31 F WQRNI RKWR -NH,
P1-32 F WQRNI RKYR -NH,
P1-33 F WOQORNI RKFR -NH,
P1-34 F Y QRNI RKVR -NH,
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Anexo1B: Péptidos de 12 generacion: secuencias

Secuencias

Péptidos

-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,

RKYVR

R
WQRNWRKYVR
WQRNFRKYVR

FQRN I

F
F
F
F
F
F
F

P1-35
P1-36
P1-37
P1-38
P1-39
P1-40
P1-41
P1-42
P1-43
P1-44
P1-45
P1-46
P1-47
P1-48
P1-49
P1-50
P1-51
P1-52

WQ R N

WQRNYRKYVR

FVWARN

F

F
F
F
F
F

P1-53
P1-54
P1-55
P1-56

F
F
F

K C

KR FS FK

MAR7
P1-58
P1-59
P1-60
P1-61
P1-62
P1-63
P1-64
P1-65
P1-66
P1-67
P1-68
P1-69
P1-70

KR FSFKK

KRFQFKK

KRFCFKK

KRFSFKKTG®c

KR FKFKK

KRWSWK K

FRFSFKK

KRFLFKK

KRY SY KK

KKFSFKK

KKFSFRK
KR FFKK

R FS F K
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AnexolC: Péptidos de 22 generacidn: secuencias

Péptidos Secuencias

P2-1 FWOQRNI R I R R -NH,
pP2-2 LWQRNI R I R R -NH,
P2-3 Il WQRN I R I R R -NH,
P2-4 FFWOQRNI R I R R -NH,
P2-5 FWOQRNWR I R R -NH,
P2-6 FWOQOQRNI R W R R -NH,
P2-7 FWOQRNI RF R R -NH,
P2-8 FWQRNWR WRR -NH,
P2-9 FWOQRNWRF R R -NH,
P2-10 F W RN I R I R R -NH,
P2-11 F W RN I R I R R -NH,
pP2-12 FWGRNI R I R R -NH,
P2-13 FWOQR I R | R R -NH,
P2-14 FWOQRNLRL R R -NH,
P2-15 F W R I R | R R -NH,
P2-16 F W RN I RI1IWRR -NH,
pP2-17 FWOQRNW | R R -NH,
P2-18 RFWOQRNI R R R -NH,
P2-19 RWOQRNI RI R R -NH,
P2-20 FWQRNI RFV R -NH,
pP2-21 FWOQRNI W R R -NH,
pP2-22 FWRRNFW R R -NH,
P2-23 F W R W R R -NH,
P2-24 F W R R W R R -NH,
P2-25 F W R R W | R R -NH,
P2-26 F W RGWR I R R -NH,
pP2-27 F W RR F W R R -NH,
pP2-28 F W R W R W R -NH,
P2-29 F W R 1 WR W R -NH,
P2-30 F W R W R I W R -NH,
P2-31 F W RI WRIW R -NH,
pP2-32 F I WR W R W R -NH,
P2-33 P FW R I R | R R -NH,
P2-34 FWOQRRI R I R R -NH,
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AnexolD: Péptidos de 22 generacion: secuencias

Péptidos Secuencias

P2-35 QWQRNI R I R R -NH,
LP2-36 Fmoc- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-37 Fmoc- F W RN I R I R R -NH,
LP2-38 Fmoc- FWQR I R | R R -NH,
LP2-39 Lauril- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-40 Decanoil- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-41 Octanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-42 exanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-43 2-Metilhexanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-44 2-Etilhexanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-45 2-Propilpentanoil- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-46 2-Butiloctanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-47 2,2-dimetilbutanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-48 2-metilpentanoil- FWQRNI R I R R -NH,
LP2-49 3-metilpentanoil- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-50 4-metilpentanoil- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-51 6-metiloctanoil- FWOQRNI R I R R -NH,
LP2-52 Benzil- FWOQRNI R I R R -NH,
Derivados de MARCKS

P2-53 RRF SF R R -NH,
P2-54 RRFRF R R -NH,
P2-55 RRF W R R -NH,
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AnexolE: Péptidos de 42 generacion: secuencias

Péptidos Secuencias

P4-1 PFWRRF W R R R -NH,

P4-2 RRRWEFR R W F | -NH,

P4-3 PF WRRR F | W R R R -NH,
P4-4 PFI WRR R R -NH,

P4-5 RRRI WR R W F I -NH,

P4-6 P FWRI I R R R -NH,

P4-7 PFWI I R R R R -NH,

P4-8 PFWRI R I R R w R R -NH,
P4-9 PFWRI R | R R W W R R -NH,
P4-10 FWRRI I F W R R -NH,

P4-11 F WRWR W R W F -NH,

P4-12 RRF WNF W R R -NH,

P4-13 R WR WR -NH,

P4-14 WWR WR W R -NH,

P4-15 WR WWR W -NH,

P4-16 FWQRRI R R \% R R I R R -NH,
P4-17 FWI RI W R | W R -NH,

P4-18 FWI RI W R | W R R -NH,

P4-19 FWI WWI R I R R -NH,

P4-20 WWI RI W W -NH,
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AnexolF: Péptidos de 52 generacion: secuencias

Secuencias

Péptidos

-NH,

W

R

P5-1

-NH,

W

R
R
R

W R W R

R 1

w

F

P5-2

R -NH,

R
-NH,

W R R W R R W R

P5-3

W R W R R

R

W

F W R R N

P5-4

-NH,
-NH,
-NH,

R
R
R

R
R
R

R

w

F

P5-5

W

R

W R R W R R R W R
F

P5-6

P W R R W

P5-7

-NH,
R

R
R

R

W
F W R W R R W

F W R R
P

W

P5-8

-NH,

P5-9

R -NH,

vV W R

-NH,

F W R R

P5-10

F W R R W R R
F

P5-11

R -NH,
-NH,

R

R
-NH,

I W R R |

R R

P5-12

R
R

W R R -NH,

F W R WR R V
P

P

P5-13

W R R W N R

w

P5-14

R

P5-15

R -NH,

R

R R W |

W R R -NH,

F W R R W
F W R R
P

R

P5-16

P5-17

V. R R -NH,

R

P5-18

R -NH,
-NH,

R
R
R

P

P F W R R

R

P5-19

R

R R W
I

W R R W |

P5-20

-NH,

R

|
-NH,
-NH,

R R W

P W R R W

=
=

P5-21

R
K

R

R
R R -NH,

W R R W

W R R W

P5-22

P5-23

P W R R W

P5-24
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Anexo 2

Anexo 2: Definiciones de los descriptores de los péptidos utilizados en los analisis QSAR

Tipo de descriptor  Abeviatura Definicion
longitud ndmero de aminoacidos del péptido
PM Peso molecular del péptido
n® _basicos nimero de residuos basicos
n°_aromaticos ndmero de residuos aromaticos
n°_hidrofébicos ndmero de residuos hidrofobicos
n° W ndmero de residuos triptéfano

Constitucionales®

no:basicos/ longitud

%res_hasicos
%res_basicos+hidrofobicos
suma_aromaticos+basicos
He

Hk

nuimero de residuos basicos dividido por la longitud del
péptido (densidad lineal de residuos basicos en la secuencia)

porcentaje de residuos basicos

porcentaje de la suma de residuos bésicos e hidrofobicos
suma de los residuos aromaticos y basicos

Hidrofobicidad de acuerdo con la escala Eisenberg (Eisenberg
y col., 1984)

Hidrofobicidad de acuerdo con la escala Kyte-Doolittle (Kyte
y col., 1982)

Dependiente de la
secuencia 2

max_dis_ W
max_dis_basicos
max_dis_aromaticos
max_dis_hidrofobicos
momh(100deg)
momh(160deg)
momh(180deg)
max_carg_med_2sec
max_carg_med_3sec
max_carg_med_4sec
n°_clust_2res-aromaticos
n°_clust_2res-hidrofébicos
n®_clust_2res-polares
n°_clust _2res-béasicos
max_carg_bas_clust

dist_ med_bas_clust

dist med_hidr_clust

méxima distancia entre residuos de triptéfano en la secuencia
méxima distancia entre residuos béasicos en la secuencia
maxima distancia entre residuos aromaticos en la secuencia
maxima distancia entre residuos hidrofobicos en la secuencia
momento hidrofbico (1) a un angulo de 100 °

momento hidrofébico () a un angulo de 160 °

momento hidrofébico (1) a un angulo de 180 °

méxima carga media de 2-residuos secuenciales

méxima carga media de 3-residuos secuenciales

maxima carga media de 4-residuos secuenciales

ndmero de clusters 2-aromaticos

ndmero de clusters 2-hidrofobicos

ndmero de clusters 2-polares

ndmero de clusters 2-basicos

maxima carga del cluster basico

distancia media del cluster bésico

distancia media del cluster hidrofobico

! Descriptores constitucionales que dependen fundamentalmente de la composicion de aminoécidos del

péptido.

2 Descriptores que dependen de la geometria y topologia de la secuencia.
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Anexo 3A- Propiedades fisicoquimicas de los péptidos de la generacion P4

Secuencia de amino&cidos Propiedades fisicoquimicas
Peptide 1 o 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 "M poaa pow TS %S nres. %Dens. oAy gy
(Da) Hb. Hb. Bas.  Bas
P4-1 PFWRR F W R R R -NH, 1562,8 10 2 5 50% 5 50% -2,03 7,27
P4-2 RRRWF R R W F I -NH, 15788 10 2 5 50% 5 50% -1,42 6,01
P4-3 P FWRR R F | W R R R -NH, 18322 12 2 6 50% 6 50% -1,69 3,34
P4-4 P F I WR R R R -NH, 1186,4 8 1 4 50% 4 50% -1,65 1,40
P4-5 RRRIW R R W F I -NH, 15448 10 2 5 50% 5 50% -1,25 5,83
P4-6 P FWR I | R R R -NH, 1299,5 9 1 5 56% 4 44% -0,97 6,22
P4-7 PFWI I R R R R -NH, 1299,5 9 1 5 56% 4 44% -0,97 0,71
P4-8 P FWRI R | R R W | R R -NH, 19113 13 2 7 54% 6 46% -1,09 7,15
P4-9 P FWRI R | R R W W R R -NH, 19843 13 3 7 54% 6 46% -1,50 7,50
P4-10 FWRR I | F W R R -NH, 15258 10 2 5 60% 4 40% -0,52 5,04
P4-11 FWRWR W R W F -NH, 1525,7 9 4 5 56% 3 44% -1,28 5,58
P4-12 RRFWN F W R R -NH, 1423,6 9 2 4 44% 4 56% -1,97 9,68
P4-13 RW RW R -NH, 859 5 2 2 40% 3 60% -3,09 0,87
P4-14 WWRWR W R -NH; 12314 7 4 4 57% 3 43% -2,44 3,54
P4-15 WRWWR W -NH, 1075,2 6 4 4 67% 2 33% -2,10 4,39
P4-16 FWQRR 1 R R Vv R R | R R -NH, 20544 14 1 5 36% 8 64% -1,74 8,42
P4-17 FWI R I W R | W R -NH, 15315 10 3 7 70% 3 30% 0,01 8,99
P4-18 FWI R I W R | W R R -NH, 1688 11 3 7 64% 4 36% -0,40 10,62
P4-19 FW I WW | R | R R -NH, 1531,8 10 3 7 70% 3 30% 0,01 5,69
P4-20 WW I RI W W -NH, 1145.3 7 4 6 86% 1 14% 0,13 4,04
Valores promedio generacién P4 14896 9,6 2,4 5 56% 415 44% -1,30 5,61

PM: Peso molecular; n°® Aa: nimero de aminoacidos; n°® W: n° de triptéfanos en la secuencia; n°® Res Hb.: nimero de residuos hidrofébicos; % Res Hb.: porcentaje de residuos
hidrofobicos en la secuencia. N° res. Bas: n° de residuos basicos en la secuencia; % Dens. Bas.: porcentaje de residuos basicos en la secuencia; GRAVY: Grand Average

Hydrophaty (indice de hidrofobicidad de la secuencia). /p/: momento hidrofobico (medida cuantitativa de la anfipaticidad).



Anexo 3B- Propiedades fisicoquimicas de los péptidos de la generacion P5

Secuencia de aminoéacidos

Propiedades fisicoquimicas

Peptido » 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 PM(Da) n°Aa now N°res. %res. nores. 9% Dens.  gpavy W
Hb. Hb. Bas. Bas
P51 FWIRI W R I W R R W NH 18742 12 4 8 67% 4 33% 20,042 119
P5-2 FWR IW R W R R -NH 14617 9 3 5 56% 4 44% -1,489 37
P5-3 WRRWR R W R R W R R NH 20123 12 4 4 33% 4 33% 33 7,39
P5-4 FWRIW R W R R R -NH 1617,9 10 3 5 50% 5 50% 1,79 5,45
P55 FWRRN F W R R N | R R -NH 19632 13 2 5 38% 6 46% 1,977 3,01
P5-6 WRRWR R R W R R W R R -NH 21685 13 4 4 31% 9 69% -3,392 13,86
P5-7 FPWRR W | R R W N R R -NH 19853 13 3 6 46% 6 46% 2,115 10,07
P5-8 PFWRI R W R R -NH 13726 9 2 4 56% 4 44% 1,567 421
P5-9 FWRWR R W | R R -NH 16179 10 3 5 50% 5 50% 1,79 7.8
P5-10 FWRRF W R R V W R R -NH, 19072 12 3 6 50% 6 50% 1,658 10,9
P5-11 PFWRR W R R -NHp 12594 8 2 4 50% 4 50% -2,325 8,62
P52 WFRRI1 W R R | R R -NH 1701 11 2 5 45% 6 55% -1,545 11,61
P5-13 FWRWR R V I R R -NH 15032 10 2 5 50% 5 50% -1,28 7,57
P5-14 PIWRR W N R R -NH 13395 9 2 4 44% 4 44% 2,267 7.97
P5-15 PFWR I W R R -NH 12164 8 2 5  625% 3 375% 1,2 8,34
P5-16 FWRRW I R R W I R R -NH 18872 12 3 6 50% 6 50% -1,492 11,74
P5-17 FWRRI W R R -NH 12755 8 2 4 50% 4 50% 1,562 8,52
P5-18 PFWRI V R R -NH 11293 8 1 5  625% 3 375% -0,562 6,77
P5-19 RRPFWR R P F W R R -NH 18161 12 2 6 50% 6 50% 2,2 1,53
P50 WRRWI R R W I R R -NH, 17401 11 3 5 45% 6 55% -1,882 11,96
P5-21 PWRRW I R R W I R R -NH 18372 12 3 6 50% 6 50% -1,858 11,99
P5-22 PIWRR W | R R -NH 13386 9 2 5 56% 4 44% 1,378 8,77
P5-23 PIWRR W | R K -NH 13106 9 2 5 56% 3 33% 1,311 8,99
P5-24 PWRRW I R R -NH 12254 8 2 4 50% 4 50% 2,112 85
Valores promedio generacién P5 1606,7 10,3 2,5 5 50% 4,68 47% -1,75 8,38

PM: Peso molecular; n°® Aa: nimero de aminoacidos; n® W: n° de triptéfanos en la secuencia; n°® Res Hb.: nimero de residuos hidrofébicos; % Res Hb.: porcentaje de residuos
hidrofobicos en la secuencia. Dens. Bas: Densidad basica (n° de residuos basicos en la secuencia); % Dens. Bas.: porcentaje de residuos basicos en la secuencia; GRAVY: Grand
Average Hydrophaty (indice de hidrofobicidad de

la secuencia). /W

momento hidrofébico (medida cuantitativa de

la anfipaticidad de

la  molécula).
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Anexo 4A: Actividad permeabilizante de los péptidos de la 42 generacion frente a Pseudomonas aeruginosa Ps4 en medio MHA/MHNA

CMI de novobiocina a la concentracion de péptido

Peptido Secuencia C'V(”lfép“do indicada (ug/mL) CIF? min CCME?
bg/mL.) 0 6,25 125 25 50

P41 PFWRRF WR R R -NH, 512/128 5121024 128/32  64/16  16/8  16/2  008/0,08 32/512
P4-2 RRRWFRRWEF | -NH, 128/16  1024/1024 5124  16c*  &nc  8nc 011039  128/256 (6.25)
P4-3 PFWRRRF I WR R R -NH, 1024/256  1024/1024 1024/1024 1024/64 1024/32  64/4  011/0,11 16/256
P4-4 PFI WRR R R -NH, 2048/1024  1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/256 >0,50/0,27 112
P45 RRRI WR R WF I -NH, 256/32 512512 51216 5124 162  2nc  013/022 256/0
P4-6 PFWRI I RR R -NH, 2048/1024  1024/1024 1024/1024 1024/128 1024/32 1024/16 >05/006 ~ 1/64
P47 PFWI I RRTRR -NH, 512/128  512/1024 1024/1024 1024/128 1024/32  32/8  016/022 16/128
P4-8 PFWRIRI RRWI R R -NH, 16/8 102411024 512/1024 ncinc  ncinc ncinc >05/505 2 (6:25)/1 (6.25)
P4-9 PFWRIRI RRWMWR R -NH, 16/8 1024/1024 1024/1024 8/1024  ncnc  ncinc  >05/>05 128 (125)/1 (125)
P4-10 FWRRI I F WR R -NH, 128/128 5121024 5121024  512/2 5121 21 0390, 256/1024
P4-11 FWRWRWR WF -NH, o56/64  512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 512/nc  >05/>05 1/1 (25)
P4-12 RRFWNF WR R -NH, 1024256 1024/512 512/64  128/16  64/8 328  022/008 32/64
P4-13 R WR WR -NH, 2048/1024  1024/512 1024/512 512/512 512/512 256/256 0,27/0.30 412
P4-14 WWR WR W R -NH, 512/512  1024/1024 1024/1024 1024/32 1024/16 328  013/0,13 32/128
P4-15 WR WWR W -NH, 512/128  1024/1024 1024/1024 1024/16 1024/4 872  011/013 128/512
P4-16 FWQRRI RRVRRI R R -NH 1024512  1024/1024 1024/1024 1024/128 1024/64 64/16  0,11/0,11 16/64
P4-17 FWI RI WR I WR -NH, 128/32 5121024 512/1024 5121024 512/nc  ncinc  >05/>05 1 (25)/1 (125)
P4-18 FWI RI WR 1 WR R -NH, 32/32 512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 ncinc  >05/>05 2 (25)/1 (25)
P4-19 FWI WWI R 1 R R -NH, 1024/1024  512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 >05/505 11
P4-20 WWI R1 W W -NH, 1024/1024  512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 512/1024 >05/>05 11

! Concentracion minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucion en caldo MHA/MHNA
2 Indice minimo de concentracion inhibitoria fraccionada
¥ Cociente de CMI (determinado igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pg/mL de péptido. Las CCMIs calculadas a otra concentracién diferente, ésta se indica entre paréntesis.
*No crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido sélo por el péptido a la concentracién indicada.



Anexo 4B: Actividad permeabilizante de los péptidos de la 52 generacién frente a Pseudomonas aeruginosa Ps4 en medio MHA/MHNA

cMmit CMI de la novobiocina a la concentracion de péptido indicada
Péptidos Secuencia Péptido (lg/mL) CIFZ min ccMmPB

(Mg/mL) 0 6,25 12,5 25 50
P5-1 FWIRIWRI W R R W NH 128/64 512/1024 512/1024 512/1024 512/1024  512/nc” >0,5/>0,5 11
P5-2 FWR I WRWR R NH, 64/16 1024/1024 1024/64 1024/nc 32/nc nc/nc 0,42/0,45  32(25)/16(6,25)
P5-3 WRRWRRWR R W R R NH, 64/16 1024/1024 1024/32 128/nc 16/nc nc/nc 0,32/0,42  64(25)/32(6,25)
P5-4 FWR I WRWR R R NH, 512/32 1024/512 1024/8 1024/4 32/nc 8/nc 0,08/0,21 128/128(12,5)
P5-5 FWRIRNFWR R N | R R NH, 1024/256 1024/1024 1024/1024 1024/64 1024/64 64/32 0,11/0,11 16/32
P5-6 WRRWRRRWR R W R R NH 16/8 1024/1024 1024/128 nc/nc nc/nc nc/nc >0,5/>0,5 1/8(6,25)
P5-7 FPWRRWIR R W N R R NH 64/8 1024/1024  1024/8 1024/nc 8/nc nc/nc 0,40/>0,5 128(25)/128(6,25)
P5-8 P FWR I RWR R NH, 1024/256 1024/512  1024/64 1024/32 128/8 32/8 0,08/0,11 32/64
P5-9 FWRWRRWI R R NH, 1024/64 1024/512 1024/8 1024/8 1024/2 16/nc 0,06/0,11 64/256(25)
P5-10 FWRRFWRR V W R R NH, 32/8 1024/1024  1024/8 1024/nc nc/nc nc/nc >0,5/>0,5 1/128(6,25)
P5-11 P FWRRWR R NH, 1024/1024  512/1024 1024/256 1024/128  1024/64 128/32 0,30/0,08 ” 4/32
P5-12 WFRRI WRR | R R NH, 128/32 1024/512 128/4 8/2 2/nc nc/nc 0,11/0,11 512(25)/256(12,5)
P5-13 FWRWRRV I R R NH, 1024/512  1024/1024 1024/128  1024/32 1024/32 1024/16 >0,5/0,06 ’ 1/16
P5-14 P I WRRWNR R NH, 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/1024  >0,5/>0,5 11
P5-15 P FWR I WR R NH, 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/16 1024/8 >0,5/0,04 1/128
P5-16 FWRRWI RR W | R R NH, 16/4 1024/1024 1024/nc nc/nc nc/nc nc/nc >1,00/>1,00 1/1
P5-17 FWRR I WR R NH, 1024/1024  1024/512  1024/32 1024/16 64/8 32/4 0,08/0,04 32/128
P5-18 P FWR Il VRRNH, 1024/1024  512/1024 512/1024 512/1024 512/256  1024/128 >0,5/0,17 1/8
P5-19 RRPFWRRP F W R R NH 1024/128 512/1024 512/1024 512/32 512/32 64/8 0,17/0,13 8/128
P5-20 WRRWI RRW I R R NH, 128/8 512/512 512/2 16/nc 2/nc 1/nc 0,13/0,40 512/256(6,25)
P5-21 PWRRWI RR W | R R NH, 32/8 512/1024 512/4 32/nc 1/nc nc/nc 0,45/>0,5 512(25)/256(6,25)
P5-22 P I WRRW I R R NH, 1024/512  1024/1024 1024/1024 1024/256 1024/128  1024/32 >0,5/0,13 " 1/32
P5-23 P I WRRW I R K NH, 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/256  1024/64 1024/32 >0,5/0,08 " 1/32
P5-24 PWRRW I R R NH, 1024/1024 1024/1024 1024/1024 1024/256 1024/256 1024/128 >0,5/0,17 1/8

Concentracién minima inhibitoria determinada mediante la técnica de microdilucion en caldo Miieller-Hinton con cationes ajustados/no ajustados.
% Indice minimo de concentracion inhibitoria fraccionada
® Cociente de CMI (determinado igual que en 1) en ausencia y presencia de 50 pug/mL de péptido. Las CCMIs calculadas a otra concentracion diferente, ésta se indica entre paréntesis.
* No crecimiento del control tratado sélo con péptido, es decir, el crecimiento bacteriano fue inhibido sélo por el péptido a la concentracién indicada.
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Systemic bacterial infections are associated with high mortality. The access of bacteria or constituents
thereof to systemic circulation induces the massive release of immunomodulatory mediators, ultimately
causing tissue hypoperfusion and multiple-organ failure despite adequate antibiotic treatment. Lipid A, the
“endotoxic principle” of bacterial lipopolysaccharide (LPS), is one of the major bacterial immunostimuli. Here
we demonstrate the biological efficacy of rationally designed new synthetic antilipopolysaccharide peptides
(SALPs) based on the Limulus anti-LPS factor for systemic application. We show efficient inhibition of
LPS-induced cytokine release and protection from lethal septic shock in vivo, whereas cytotoxicity was not
observed under physiologically relevant conditions and concentrations. The molecular mechanism of LPS
neutralization was elucidated by biophysical techniques. The lipid A part of LPS is converted from its
“endotoxic conformation,” the cubic aggregate structure, into an inactive multilamellar structure, and the
binding affinity of the peptide to LPS exceeds those of known LPS-binding proteins, such as LPS-binding
protein (LBP). Our results thus delineate a novel therapeutic strategy for the clinical management of patients

with septic shock.

The life-threatening clinical consequences of sepsis and sep-
tic shock arise from recognition of microbial immunostimula-
tory molecules by the hosts’ professional immune cells and the
release of hemodynamically active mediators. The most potent
immunostimulatory constituents are part of the microbial cell
envelope, such as lipopolysaccharide (LPS) or lipoproteins.
They are released continuously due to cell growth and division
and massively liberated as a consequence of the attack of the
immune system. In the case of Gram-negative bacteria, the
most potent factor is LPS, which, therefore, is also called an
endotoxin. LPS concentrations in blood serum as low as 1
ng/ml are able to cause sepsis. Septic shock resulting from
bacterial infection remains a frequent cause of death, particu-
larly in intensive care units, with more than 200,000 people
dying each year in the United States alone. Death by septic
shock can happen despite appropriate broad-range antibiotic
treatment, which may kill bacteria but is not only incapable of
neutralizing immunostimulatory LPS but also may promote its
release into circulation (11).

The response of mammalian cells to LPS is initiated by its
interaction with serum proteins such as lipopolysaccharide-
binding protein (LBP) and specific receptors and/or binding
proteins of immune cells such as soluble CD14 (sCD14) and
membrane-bound CD14 (mCD14), which finally leads to cell
activation through the Toll-like receptor 4 (TLR4)-MD-2

* Corresponding author. Mailing address: Leibniz-Zentrum fiir Medi-
zin und Biowissenschaften, D-23845 Borstel, Germany. Phone: 49-4537-
188235. Fax: 49-4537-188632. E-mail: kbranden@fz-borstel.de.

¥ Published ahead of print on 6 July 2010.
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pathway (31). The hydrophobic moiety of LPS, lipid A, an-
choring LPS to the bacterial outer membrane, constitutes the
“endotoxic principle” of LPS (24). Enterobacterial lipid A con-
sists of a diglucosamine backbone phosphorylated at positions
1 and 4’, to which six acyl chains are linked at positions 2,3 and
2',3'. The physicochemical properties of LPS suggest that cat-
ionic amphiphilic agents could effectively neutralize its lipid A
moiety. A number of studies have used natural proteins, pep-
tides, or modified variants thereof to neutralize LPS and, thus,
to protect it from endotoxin-mediated immunostimulation (1,
10), and in some cases, a significant protection from LPS-
induced lethality in vivo was observed (10, 19). However, these
approaches required very high peptide/LPS molar ratios, pre-
cluding their use in humans due to the intrinsic cytotoxicity of
the peptides at these concentrations.

We have designed a completely new class of peptides—
synthetic anti-LPS peptides (SALPs). SALPs were originally
based on the LPS-binding domain of the Limulus anti-LPS
factor (LALF) (2) but were substantially changed in length and
primary sequence for optimal binding to the lipid A portion of
LPS. Here, we report that these peptides are highly efficient in
neutralization of LPS and blockage of its immunopathological
consequences in vitro and in vivo. Our preclinical study reveals
that these SALPs combine excellent selectivity for LPS, with
high neutralizing activity in vitro and potent protection to sep-
tic shock using the murine model in vivo. We also demonstrate
very low cytotoxicity under physiological conditions, making
these SALPs promising candidates for their application as
therapeutic agents for the prevention and treatment of sep-
tic shock. The molecular interaction mechanism between
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SALPs and LPS was studied using various biophysical ap-
proaches.

MATERIALS AND METHODS

Lipids. Lipopolysaccharides from the rough mutants Re and Ra from Salmo-
nella enterica serovar Minnesota (R595 and R60, respectively) were extracted by
the phenol-chloroform/petrol ether method (13) from bacteria grown at 37°C,
purified, and lyophilized. Results from all the standard assays performed on the
purified LPS (analysis of the amount of glucosamine, total and organic phos-
phate, and the distribution of the fatty acid residues) were in good agreement
with the chemical properties expected for the LPS chemotypes, whose molecular
structures have already been solved (23). S-lipopolysaccharides of Escherichia
coli ATCC 35218 and Pseudomonas aeruginosa PAO1 for mouse testing were
obtained from the aqueous phase of a water-phenol extract and purified by
treatment with chaotropic agents and detergents, according to published proce-
dures (14, 17).

Preparation of endotoxin aggregates. LPS was solubilized in the appropriate
buffer (lipid concentration of 1 to 10 mM, depending on the applied technique),
extensively vortexed, sonicated for 30 min in a water bath, and subjected to
several temperature cycles between 20 and 60°C. Finally, the lipid suspension was
incubated at 4°C for at least 12 h before use.

Peptide synthesis. The peptides were synthesized with an amidated C terminus
by the solid-phase peptide synthesis technique in an automatic peptide synthe-
sizer (model 433A; Applied Biosystems) on Fmoc-Rink amide resin, according to
the 0.1-mmol FastMoc synthesis protocol of the manufacturer, including the
removal of the N-terminal Fmoc group. The peptidyl resin was deprotected and
cleaved with a mixture of 90% trifluoroacetic acid (TFA), 5% anisole, 2%
thioanisole, and 3% dithiothreitol for 90 min at room temperature. After cleav-
age, the suspension was filtered through a syringe filter into ice-cold diethyl
ether. The precipitated peptides were separated by centrifugation and repeatedly
washed with cold ether. The final purification was done by reverse-phase high-
pressure liquid chromatography (RP-HPLC). Purity levels of up to 98% were
achieved by using an Aqua C;g column (Phenomenex) in combination with
dedicated gradients of acetonitrile in 0.1% TFA, checked by matrix-assisted laser
desorption ionization—time of flight (MALDI-TOF) mass spectroscopy and RP-
HPLC at 214 nm. The sequences of the peptides were submitted in an interna-
tional patent, which was published in October 2009 by the European Patent
Office (patent 2108 372 Al).

Isothermal titration calorimetry (ITC). Microcalorimetric experiments of
peptide binding to LPS were performed on a MSC isothermal titration calorim-
eter (MicroCal Inc., Northampton, MA) at 40°C. Briefly, after thorough degas-
sing of the samples, peptide (1 to 4 mM in 20 mM HEPES, pH 7.0) was titrated
to an LPS suspension (0.05 mM in 20 mM HEPES, pH 7.0). The enthalpy change
during each injection was measured by the instrument, and the area underneath
each injection peak was integrated (Origin; MicroCal) and plotted against the
molar ratio of the concentrations of peptide to LPS. Titration of the pure peptide
into HEPES buffer resulted in a negligible endothermic reaction due to dilution,
which was subtracted from the plotted curves. The experiments were done at
least twice.

Small-angle X-ray scattering (SAXS) with synchrotron radiation. X-ray scat-
tering measurements of mixtures of lipid A with Pep19-2.5 were performed at the
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) outstation at the Hamburg
synchrotron radiation facility HASYLAB using the double-focusing monochro-
mator-mirror camera X33 (16). Diffraction patterns in the range of the scattering
vector 0.001 < s < 0.08 A~! (where s is 2 sin 6/\, 20 is the scattering angle, and
\ is the wavelength, which was 1.5 IOA) were recorded at 20, 40, and 60°C, with
exposure times of 1 min using an image plate detector with online readout
(mar345; Marresearch, Norderstedt, Germany) (26). The s axis was calibrated
with Ag-behenate, which has a periodicity of 58.4 A. The diffraction patterns
were evaluated as described previously (6), assigning the spacing ratios of the
main scattering maxima to defined three-dimensional structures. The lamellar
and cubic structures are most relevant here and are characterized by the follow-
ing features. (i) Lamellar structures: the reflections are grouped in equidistant
ratios, i.e., 1, 1/2, 1/3, 1/4, etc. of the lamellar repeat distance d,. (ii) Cubic
structures: the different space groups of these nonlamellar three-dimensional
structures differ in the ratio of their spacings. The relationship between recip-
rocal spacing s, = 1/d,,;, and lattice constant a is s, = [(h* + k> + [*)/a]"?
(hkl = Miller indices of the corresponding set of plane).

Stimulation of human MNC by LPS. Mononuclear cells (MNC) were isolated
from heparinized blood samples obtained from healthy donors as described
previously (15). The cells were resuspended in medium (RPMI 1640), and their
number was equilibrated at 5 X 10° cells/ml. For stimulation, 200 wl MNC (1 X
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10° cells) was transferred into each well of a 96-well culture plate. LPS Ra (from
S. Minnesota strain R60) and the LPS/peptide ratio mixtures were preincubated
for 30 min at 37°C and added to the cultures at 20 ul per well. The cultures were
incubated for 4 h at 37°C with 5% CO,. Supernatants were collected after
centrifugation of the culture plates for 10 min at 400 X g and stored at —20°C
until immunological determination of tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
carried out with a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
a monoclonal antibody against TNF (clone 6b; Intex AG, Switzerland) and
described previously in detail (15).

Cytotoxicity assays and hemolysis. Cytotoxicity was assayed by using the chip-
based Bionas system with four different cell types. These include human hepa-
toma cells (HepG2), human colon adenocarcinoma cells (LS-174T), human
acute lymphocytic leukemic cells (Jurkat), and human peripheral blood mono-
nuclear cells (hPBMC), provided by Cell Line Services (Piscataway, NJ) and
ProBioGen (Berlin, Germany). The cells were seeded on chips, with a density of
200,000 cells/chip for HepG2 and LS-174T, 300,000 cells/chip for Jurkat, and 2
million cells/chip for PBMC.

Red blood cells (RBCs) were obtained from citrated human blood by centrif-
ugation (1,500 X g, 10 min), washed three times with isotonic 20 mM phosphate-
NaCl buffer (pH 7.4), and suspended in the same buffer at a concentration
equivalent to 5% of the normal hematocrit. Forty-microliter aliquots of this RBC
suspension were added to 0.96 ml of peptide dilutions prepared in the same
isotonic phosphate solution, incubated at 37°C for 30 min, and centrifuged
(1,500 X g, 10 min). The supernatants were analyzed spectrophotometrically
(with absorbance at 543 nm) for hemoglobin, and results were expressed as the
percentage released with respect to sonicated controls (100% release) or controls
processed without peptides (0% release) (21).

Assays for antibacterial activities. The antibacterial activity of the peptides
was determined by microdilution susceptibility assays performed in standard
Mueller-Hinton (MH) broth. Susceptibility testing was performed following the
recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
formerly NCCLS) (20). Briefly, serial 2-fold dilutions of the peptides were made
in MH broth and dispensed into 96-well U-bottom polystyrene microtiter plates.
Bacterial cells grown for 18 to 20 h on agar plates were suspended in saline, and
the turbidity was adjusted to an optical density at 600 nm (ODg) of 0.04 (1 X
107 CFU/ml, approximately). A 100-fold dilution of this suspension prepared in
MH broth was mixed 1:1 with 100 wl of each of the corresponding peptide
dilutions. Plates were incubated at 37°C without shaking for 18 to 20 h, and the
MIC was determined visually.

Animal model of endotoxicity. As a compound for eliciting endotoxic shock,
LPS from Pseudomonas aeruginosa PAO1 or from S. Minnesota strain R60 was
used.

Female C57/BL6 mice weighing 14 to 16 g (6 weeks old) were purchased from
Harlan Spain (Harlan Interfauna Iberica S.A., Barcelona, Spain) and randomly
distributed in experimental groups (n = 8). Endotoxic shock was induced in the
animals by coinoculation of LPS and galactosamine by following the method of
Galanos et al. (12). Specifically, each animal received an intraperitoneal injection
containing a mixture of 25 ng of LPS from S. Minnesota R60 (or 150 ng when
using P. aeruginosa LPS) and 18 mg of galactosamine resuspended in 200 pl of
endotoxin-free saline.

Immediately after LPS administration, animals were intraperitoneally inocu-
lated with 12.5 or 1.25 pg (150 pg in the case of animals receiving P. aeruginosa
LPS) of the test peptide resuspended in 150 ul of pyrogen-free saline. To
facilitate the therapeutic action of the peptide, mice so treated were gently
massaged at the site of inoculation for a few seconds. Animal mortality was
monitored at 6 h and 24 h postinoculation and at daily intervals for 7 days.

In each independent experiment, a group of animals received 150 wl of pyro-
gen-free saline containing 12.5 pg of polymyxin B (PMB), a lipopeptide with
well-known antiendotoxic properties, whereas another group was left untreated.

The results of animal mortality at all experimental time points were globally
analyzed using Kaplan-Meier survival analysis (SPSS 15.0). When the survival
plots were parallel, data were compared by the log rank test, whereas for those
plots that intersected, the Breslow-Gehan-Wilcoxon test was applied. P values
were always obtained by comparing data from the same experiment (mortality in
treated versus untreated groups).

All the animal protocols used in this study were approved by the University of
Navarra Animal Research Committee (protocol 035/05).

RESULTS

Design of the SALP. The sequences of the Pepl9 series
based on the Limulus anti-LPS factor, presented in Fig. 1A,
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A Pep19-1: GCKK RR K KYKGK (o1 2750
Pep19-2: GCKKYRR R K KGK CG 2814
Pep19-4: GKKYRR R K KGK G 2750
Pep19-5: GKKYRR R K RKGR G 2608
Pep19-6: GCKK RR K KCKQK CG 2656
Pep19-7: GKKYRR K KGK G 2638
Pep19-8: GRRYKK R K KGR G 2636
Pep19-10 GRRYKK K R RGR G 2664
Pep19-11: GCRR KK R RYRGK CG 2909
Pep19-12: GCRR KK KK RYRGR CFG 3145
B Pep19-22: GCKKYRR R K KGK 2654
Pep19-2.3: GCKKYRR R K KGK CFG 2962
Pep19-2.4 GCRRYKK K R RGR CFG 3018
Pep19-2.5 GCKKYRR R K KGK G 2711
Pep19-2.5KO K GK R GKYR C K RG K 2711

FIG. 1. Amino acid sequence of Pep19-derived peptides. (A) Se-
quences of the basic peptides Pep19-1 to Pep19-12 and their molecular
weights (MW). (B) Sequences of the Pep19-2 series. Amino acids: G,
glycine; C, cysteine; Q, glutamine; Y, tyrosine; R, arginine; K, lysine; F,
phenylalanine; W, tryptophan; L, leucine. The colors illustrate the
main physicochemical characteristics, as follows: green, polar; yellow,
hydrophobic; blue, basic (positively charged).

were designed according to the following physicochemical cri-
teria. (i) The compounds require amphiphilic characters, i.e.,
they must contain sufficiently high numbers of polar and pos-
itively charged (basic) amino acids and corresponding hydro-
phobic residues. (ii) The number of basic (positively charged)
amino acids must be sufficiently high to bind to the negatively
charged moieties of the LPS backbone. For this, 7 or 8 arginine
(R) or lysine (K) residues were selected. The hydrophilic cat-
ionic part of the peptides was localized mainly near the N-
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terminal residue, and the hydrophobic moiety was localized
mainly near the C-terminal end. The number of the hydropho-
bic residues, consisting essentially of tryptophan (W) and phe-
nylalanine (F), was 6 or 7. (iii) The length of the peptide should
be optimized to account for the length and character of the
lipid A moiety in such a way that the hydrophobic moiety of the
peptide readily intercalates into the hydrocarbon chains of
lipid A and the cationic moiety intercalates into the backbone-
adjacent oligosaccharide moiety of LPS. A medium length of
19 amino acids was assumed to represent an optimum, but a
maximum number of 23 amino acids was allowed. (iv) On the
basis of the best sequences, as judged by their ability to inhibit
cytokine production in human mononuclear cells (see below),
new peptide variants were synthesized. To this end, the se-
quence of compound Pep19-2 was used as a template, giving
rise to further peptides Pep19-2.2 to Pep19-2.5 (Fig. 1B).

Antibacterial activity. The antibacterial activity of the pep-
tides was assessed on strains of various clinically relevant bac-
teria (Table 1). The data clearly show extreme differences in
their MICs depending sensitively on the amino acid sequences.
The SALPs showed activity not only against Gram-negative
bacteria but also against Gram-positive bacteria. The compar-
ison shows that the GC motif at the N-terminal end and the
CG motif at the C-terminal end seem to be rather disadvan-
tageous, since compounds lacking the glycine moieties were
more active. Furthermore, peptides partially lacking that mo-
tif, such as Pep19-8, had increased potency against 2 methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains, with MIC
values around 8 pg/ml.

Inhibition of cytokine production in human mononuclear
cells. The LPS-induced production of tumor necrosis factor
alpha (TNF-o) by human mononuclear cells at three LPS con-
centrations (100, 10, and 1 ng/ml) and its inhibition by some
selected peptides (Pep19-2 and Pep19-8) at different LPS/pep-
tide weight ratios are plotted in Fig. 2A. Both peptides inhibit
the LPS-induced TNF-a secretion to different degrees, show-
ing for Pep19-2 the highest efficacy by far at a Pep19-2/LPS
concentration ratio ([Pep19-2]/[LPS] ratio) of 100:1 weight
percent (corresponding to a molar ratio of 65:1). Similar re-
sults were found for Pep19-1 (data not shown). In contrast to
these compounds, Pep19-8 was much less active in the inhibi-

TABLE 1. MICs of peptides on indicated bacterial strains

MIC (pg/ml)*

Peptide broBr(z)chfsts;lJlgca P. aeruginosa  P. aeruginosa E. coli S. aureus MRSA MRSA CUN fzz@?g};‘z’;ﬁg%ﬁlﬁ AZ;Z?:;;;?

CUN 11844.99 CUN4158-02  ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 25923  ATCC 43300 3792-99 3998-00 ATCC 19606
Pep19-1 4 256 256 64 32 64 1,024 512 64
Pep19-2 32 256 128 128 128 128 1,024 512 64
Pep19-4 4 16 16 16 16 16 16 32 16
Pep19-5 4 32 16 16 16 16 16 64 16
Pep19-6 16 256 256 1,024 1,024 64 32 1,024 64
Pep19-7 8 32 8 1,024 1,024 16 16 64 16
Pep19-8 128 32 16 16 8 8 8 32 16
Pep19-10 16 ND ND 64 32 ND ND ND ND
Pep19-11 32 128 128 128 64 32 64 64 64
Pep19-12 32 128 128 64 64 32 64 64 64
Pep19-2.2 64 128 64 64 64 32 64 128 64

“ CUN, Clinica Universidad de Navarra (University Hospital of Navarra); MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; ND, not done.
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FIG. 2. Inhibitory effect on LPS-induced cytokine release. LPS R60-induced secretion of TNF-a by human mononuclear cells and the inhibitory
effect in the presence of the peptides Pep19-2 and Pep19-8 (A) and Pep19-2.5 and Pep19-2.5KO (Pep19-2.5 control) (B). The peptides were added

at the indicated weight ratios of the concentrations of LPS to peptide.

tion of the LPS response (Fig. 2A), and a similar observation
was made for Pep19-5 (data not shown).

On the basis of these and other results on the inhibition of
the cytokine production, peptides containing variations of the
amino acid sequences were designed using Pep19-2, in partic-
ular, as a template, as shown in Fig. 1B. Data from the inhi-
bition assay are presented in Fig. 2B, showing the extreme
activity of Pep19-2.5 to inhibit the production of TNF-a in-
duced by LPS at all investigated concentrations. Already at a
[Pep19-2.5]/[LPS] ratio of 3:1 weight (corresponding to a mo-
lar ratio of 1.9:1), there is nearly complete inhibition. This was
similarly true for Pepl19-2.2 (data not shown). Comparative
measurements with polymyxin B (PMB), the gold standard of
antimicrobial peptides, showed that PMB causes some inhibi-
tion of the cytokine secretion at a [PMB]/[LPS] ratio of 10:1
weight (corresponding to a molar ratio of 3:1) but no inhibition
at lower peptide concentrations. This means that the best pep-
tides of the Pepl9 series significantly outperform the LPS-
neutralizing activity of the gold standard.

A variant of Pep19-2.5, with its same amino acid composi-
tion but in a completely random sequence, called Pep19-2.5KO
was shown to still exert some inhibition but considerably lower
than that of the parent peptide (Fig. 2A).

Animal model of endotoxicity. To investigate whether the in
vitro data could be extended to an in vivo model of endotox-
icity, we evaluated the ability of various peptides to protect
mice against a lethal septic shock induced by the intraperito-
neal injection of LPS. Initially, Pseudomonas aeruginosa LPS
was used, harboring an endotoxic activity that is known to be

lower than that of Salmonella (see Materials and Methods). As
shown in Fig. 3A, the in vivo results, performed at a [peptide]/
[LPS] ratio of 1,000:1 weight (corresponding to a molar ratio of
approximately 600:1) were in good agreement with the in vitro
data, since the peptides with less inhibitory activity (Pep19-5
and Pep19-8) did not confer protection against LPS-induced
shock, whereas highly active compounds such as Pepl9-2,
Pep19-12, and Pep19-2.2 protected the animals as efficiently as
polymyxin B.

In addition, the ability of the peptides to neutralize LPS of
enhanced endotoxicity was examined. Pep19-2.2 and Pep19-2.5
were selected, and the experimental setting was repeated using
LPS from S. enterica serovar Minnesota R60. As shown in Fig.
3B, administration of Pep19-2.5 conferred a significant level of
protection, similar to that of polymyxin B, whereas Pep19-2.2
was slightly less protective. Interestingly, animals receiving
Pep19-2.5 at doses 1 order of magnitude lower (2.5 pg, i.e., a
ratio of 1:50 weight percent, with respect to LPS) than the
previous one were fully protected during the first 48 h after
inoculation, although the therapeutic effect decreased slightly
at later time points

Cytotoxicity and hemolysis. To test possible side effects of
the peptides in physiologically relevant cells, several parame-
ters, including respiration rate, acidification, and impedance,
were monitored kinetically in a chip-based system (Bionas) at
concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 pwg/ml. In Fig. 4A,
data for the respiration rates are shown for Jurkat cells, which
clearly give evidence that no damaging effect can be observed
at concentrations of up to 10 pg/ml. At 100 pwg/ml Pep19-2.5,
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FIG. 3. Protective effect in an in vivo endotoxin exposure model.
(A) Protection against lethal septic shock caused by injection of
Pseudomonas aeruginosa LPS. On day 0, a group of C57BL/6 mice (n =
8) was inoculated intraperitoneally with a mixture of 18 mg galac-
tosamine and 150 ng LPS isolated from Pseudomonas aeruginosa
PAOI. Immediately afterward, animals received 150 ug of the test
peptide or 150 g of polymyxin B at a different site of the peritoneum.
Animal mortality was monitored at daily intervals for 7 days. Statistical
differences were analyzed by the Kaplan-Meier survival test (¥, P <
0.001; #*, P < 0.01). (B) S. Minnesota LPS. On day 0, a group of
C57BL/6 mice (n = 8) was inoculated intraperitoneally with a mixture
of 18 mg galactosamine and 25 ng LPS from S. Minnesota R60. Im-
mediately afterward, animals received either 12.5 wg or 1.25 pg (1:500
and 1:50 weight ratios, with respect to LPS) of the test peptide or
polymyxin B at a different site of the peritoneum. Animal mortality was
monitored at daily intervals for 7 days. Statistical differences were
analyzed by the Kaplan-Meier survival test (***, P < 0.001; %*, P <
0.01).

however, the cells are irreversibly damaged. These observa-
tions were found to be true for all 4 different cellular systems,
namely, human hepatoma cells (HepG2), human colon adeno-
carcinoma cells (LS-174T), human acute lymphocytic leukamic
cells (Jurkat), and human peripheral blood mononuclear cells
(hPBMC). Similar results were also found for HelLa and
HacCaT cells using conventional test systems such as the 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide
(MTT) test (data not shown).

Using the red blood cell hemolysis assay for selected pep-
tides, no essential damage was observed at peptide concentra-
tions of up to 25 pg/ml (ca. 10 M) (Fig. 4B).

Binding experiments. To understand the mechanisms of
binding, high-sensitivity isothermal titration calorimetry (ITC)
was applied by repeated titration of the peptide solution into
the LPS dispersion. The experiments show a strong exothermic
reaction due to Coulomb attraction between Pep19-2.5 and
LPS R60 (peaks downward), which runs into saturation already
at a [Pep19-2.5]/[LPS] ratio of 0.3 (Fig. 5). This means that
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already 3 molecules of the peptide, corresponding to 24 posi-
tive charges, are sufficient to neutralize 10 LPS molecules (40
negative charges). Due to the amphiphilic character of the
peptide, saturation takes place before charge compensation.

Supramolecular aggregate structure by SAXS. It is known
that the bioactive aggregate structure of LPS or lipid A is cubic
(7). The influence of Pepl19-2.5 on the aggregation properties
of lipid A was tested, because the scattering patterns of this
endotoxin species with its short sugar chain provide the best
resolution. In Fig. 6, the data are shown for pure lipid A (panel
A) and in the presence of a small amount of Pep19-2.5 (panel
B; [lipid A]/[Pep19-2.5] molar ratio of 7:1). Lipid A alone
expresses a complex spectrum with cubic symmetry, because
the reflections at 8.18, 5.29, and 4.06 nm obey the relations
ao/V2, ap/\/5, and ap/\/8, respectively, with a cubic period-
icity of a, equaling 11.6 = 0.2 nm. In the presence of the
peptide, there is a complete conversion of the spectrum with
the appearance of one strong peak at 5.07 nm, corresponding
to the lamellar repeat characteristic of lipid A with multila-
mellar structure (7).

DISCUSSION

We have designed and synthesized cationic amphiphilic pep-
tides (synthetic antilipopolysaccharide peptides [SALPs])
which are able to neutralize bacterial endotoxins effectively in
an in vitro system—human mononuclear cells—as well as in
vivo in a murine animal model of endotoxicity. The best pep-
tides inhibit the production of TNF-a in human mononuclear
cells already at a slightly excess weight percent or molar ratio
of the concentrations of peptide to LPS (Fig. 2A and B),
making them suitable candidates for antiseptic agents. This
was clearly demonstrated by employing the animal model of
Gram-negative sepsis, exhibiting considerable protection
against endotoxic shock (Fig. 3) even at a relatively low peptide
dose. Regarding the latter result, one has to take into account
that in the therapeutic situation, the peptide would be admin-
istered several times and not only once.

At the same time, neither hemolytic nor cytotoxic effects in
human hepatoma cells, human colon adenocarcinoma cells,
human acute lymphocytic leukamic cells (Fig. 4A), and human
peripheral blood mononuclear cells (hPBMC) or in human red
blood cells (Fig. 4B) was observed for doses of up to 10 pg/ml.
For an assessment of these data in relation to the situation
found in human septic patients with endotoxemia, it has to be
considered that under these conditions, blood serum levels of
1 ng/ml of LPS are observed (5). Both the in vitro and in vivo
test systems indicate that an excess [peptide]/[LPS] ratio of
100:1 weight percent is enough to inactivate LPS effectively.
This corresponds to a patient dose of 100 ng/ml, which is far
below any cytotoxically relevant concentration. According to
the cytotoxicity data, even a 10-fold-higher dose should not be
a problem, making these peptides potentially suitable candi-
dates for use with critical care unit patients. It is known that
severe sepsis or septic shock may arise from infections due to
Gram-negative bacteria in approximately 50% of all septic
patients (30). Therapy with conventional antibiotics may even
worsen this outcome, since many antimicrobial agents kill bac-
teria with subsequent release of LPS but do not inactivate LPS
(11). Thus, a possible therapeutic strategy would be the use of
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the peptides presented here, since these have nonnegligible
antibacterial activity levels (examples given in Table 1). In case
the antimicrobial action of these compounds was not sufficient
for clinical purposes, a therapeutic approach should involve
the combination of peptides and antibiotics.

In Table 1 and Fig. 2A, in particular for Pepl19-2 and
Pep19-8, it becomes clear that the presented peptides differ in
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FIG. 5. Enthalpy of the peptide-LPS binding. Isothermal calori-
metric titration of a 1 mM Pep19-2.5 solution into a 0.05 mM LPS Ra
dispersion (from S. Minnesota R60). Every 5 min, 5 pl of the peptide
was titrated to the LPS dispersion, and the heat reaction was recorded.
A downward peak corresponds to an exothermic reaction, and an
upward peak corresponds to an endothermic reaction.

their ability to neutralize LPS in isolated forms and as constit-
uents of Gram-negative bacteria. Pepl9-2 is highly active
against free LPS but has very low activity against bacteria,
whereas the situation for Pep19-8 is the opposite. Therefore,
the specific arrangement of the amino acids plays a decisive
role, since both peptides have 8 cationic amino acids (R and L)
and 7 hydrophobic amino acids (F and W) at similar chain
positions. For strong anti-LPS activity, apparently the cysteine
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FIG. 6. Effect of Pep19-2.5 on the supramolecular lipid A aggre-
gate structure. Synchrotron radiation small-angle X-ray scattering pat-
terns of lipid A (top) and the [lipid A]/[Pep19-2.5] ratio of 7:1 M/M
(bottom). The logarithm of the scattering intensity is plotted versus the
scattering vector s (s = 1/d, with d being the spacings of the reflec-
tions).
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in position 2 at the N-terminal end is essential, whereas this
residue is irrelevant for high antimicrobial activity of all pep-
tides (Pepl9-4, -5, and -8) (Table 1). The selectivity of the
peptides to inactivate LPS could be due to the distinct geom-
etry of LPS, either in free form within a cubic aggregate struc-
ture (8) or as a constituent of the outer membrane leaflet. For
these different conformations, the structural prerequisites of
the peptides to neutralize LPS differ.

Differences between antimicrobial and anti-LPS activities
have also been described for peptides with K L, sequences
(28). Those authors emphasize that peptides with high endo-
toxin neutralizing activity levels are able to disaggregate the
LPS multimers, deduced using fluorescence dequenching and
electron microscopy (EM) with negative staining (27). In pre-
vious work on various peptides derived from the Limulus anti-
LPS factor (2), human granulysin-derived peptides (9), human
lactoferricin (4), and porcine NK2 (3), however, we found that
LPS neutralization is accompanied with a high increase in
endotoxin aggregation, leading to multilamellar structures
(Fig. 6), as also shown by freeze-fracture EM (2). Freeze-
fracture EM is more adequate than EM with negative staining,
with the latter changing the morphology of LPS due to the
change in water content, as demonstrated by Risco and co-
workers (25). Also, differences in the LPS preparation used
(Rosenfeld et al. used the LPS S form from E. coli O111:B4
[29]) cannot account for distinct aggregation properties, since
the peptides investigated here are equally efficient at inhibiting
the cytokine production induced by LPS from several rough
and smooth bacterial strains (LPS Re, LPS Rc, and LPS Ra, all
from S. enterica serovar Minnesota; LPS S form from Salmo-
nella abortusequi; LPS S form from E. coli 08:K27; and LPS
from Chromobacterium violaceum) (data not shown).

The decrease in LPS bioactivity with the increased size of
LPS aggregates can be explained by the fact that the binding
sites for mammalian proteins such as LBP, CD14, and others
are hidden in multilamellar aggregates rather than in cubic
aggregates. The change of LPS structure into a multilamellar
structure induced by the peptides found here (Fig. 6), which
has been shown to be connected with large increases in aggre-
gate sizes (2), is a necessary prerequisite for LPS inactivation.
In particular, the conversion of the lipid A aggregate into a
multilamellar arrangement already at a [lipid A]/[Pep19-2.5]
molar ratio of 7:1 shows that the degree of multilamellarization
can be correlated directly with the inhibition property in the
biological system. SAXS data with less-efficient peptides show
that the lipid A aggregate structures are multilamellarized only
at a much higher peptide concentration (data not shown).

A second factor is the high binding affinity of LPS to SALPs,
which must be higher than that of the LBP-LPS binding. In Fig.
5, it becomes clear that there is an extremely strong Coulomb
interaction between the positive charges of the peptide and the
negative charges of LPS connected with an incorporation of
the peptides into the LPS bilayer, with a saturation taking
place already at a [Pep19-2.5]/[LPS] ratio of 3:10 M/M.

In recent years, LPS-neutralizing antimicrobial peptides
have been in the focus of sepsis research (18-22, 28). In most
cases, however, the applied excess concentration ratio of pep-
tide to LPS, necessary for sufficiently high LPS inactivation,
was in the range of 1,000, or even higher, thus being insuffi-
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ciently selective for LPS with respect to cytotoxic effects
against physiological mammalian cells.

The presented data are clearly indicative of the potential
ability of the peptides to act as antiseptic therapeutics. Further
experiments are in progress using a mouse model of sepsis
caused by bacterial infection, i.e., one based on inoculation of
Gram-negative bacterial cells rather than isolated LPS and
testing the action of the peptides in the absence and presence
of conventional antibiotics. Preliminary results show a signifi-
cant increase of survival only when peptide Pep19-2.5 is ad-
ministered in combination with an antibiotic (amikacin) (our
unpublished data). Delayed addition of the peptide after LPS
administration is also in the focus of our interest. Initial testing
with the same model of endotoxemia used in the present report
still shows a considerable increase in mouse survival when the
peptide Pep19-2.5 was added intraperitoneally after 0.5 to 2 h
of the LPS challenge. Furthermore, use of other animal models
of sepsis such as cecal ligation and puncture is presently on-
going and give evidence that Pep19-2.5 alone is able to signif-
icantly increase mouse survival (our unpublished data). These
data will be the focus of a follow-up study.
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Abstract: We have synthesized a series of short peptides (17 to 20 amino acids), originally derived from Limulus anti-
lipopolysaccharide factor LALF, which were primarily designed to act as antimicrobial agents as well as neutralizers of
bacterial endotoxin (lipopolysaccharide, LPS), Here, two selected peptides, a 17- and a 19-mer, were characterized phys-
icochemically and in biological test systems. The secondary structure of the peptides indicates essentially a B-sheet in-
cluding antiparallel strands, the latter being reduced when the peptides bind to LPS. A very strong exothermic binding due
to attractive Coulomb interactions governs the LPS-peptide reaction, which additionally leads to a fluidization of the acyl
chains of LPS. A comparison of the interaction of the peptide with negatively charged phosphatidylserine shows in con-
trast a rigidification of the acyl chains of the lipid. Finally, the biological assays reveal a diverging behaviour of the two
peptides, with higher antibacterial activity of the 17-mer, but a much higher activity of the 19-mer in its ability to inhibit
the LPS-induced cytokine production in human mononuclear cells.

INTRODUCTION

In the last decade there was an increasing interest in the
development of synthetic antimicrobial peptides (AMPs) for
the fight against bacterial infections. This includes the ability
of AMPs to kill whole bacteria [1] as well as to neutralize
their isolated pathogenicity factors such as bacterial endotox-
ins (lipopolysaccharide, LPS) [2]. This dual potency, how-
ever, is not necessarily equally expressed, which should have
to do with the different geometry of LPS in the outer mem-
brane of Gram-negative bacteria, as planar monolayer, and
as isolated aggregates, adopting a cubic aggregate structure
for LPS from enterobacterial origin [3]. The latter LPS have
been shown to trigger a wide immunological response based
on release of various cell mediators such as interleukins and
tumor-necrosis-factor-oo when released from the bacteria [4].
At sufficiently high concentration of LPS, these proinflam-
matory compounds lead to an overwhelming self-poisoning
reaction of the body, the septic shock syndrome.

In the last years, various groups have characterized and
tested a variety of natural AMPs which in some cases
showed also quite good LPS-neutralizing activity [2],[5-7].

One main approach of our group to construct AMPs was
based on the amino acid sequence of LPS-binding proteins
such as human lactoferrin [5], NK-lysin from pigs [8] and its
human homologue granulysin [9], and the Limulus-anti-LPS
factor (LALF) [10]. For the latter compound, the peptide
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Leibniz-Zentrum fiir Medizin und Biowissenschaften, Parkallee 10, D-
23845 Borstel, Germany; Tel: +4537-(0)188235; Fax: +4537-(0)188632;
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based on the complete LPS-binding domain in a cyclized
form, cLALF22, was taken as template for constructing even
better peptides, called anti-endotoxin peptides (AEP), which
finally led to a library of peptides. From these, some selected
AEPs were investigated to understand their binding mecha-
nism with bacterial LPS as well as with phospholipids
(phosphatidylserine) of eukaryotic origin. We observed a
strong binding affinity of the AEP to LPS, explaining their
antiseptic activity, but also a pronounced binding to nega-
tively charged phospholipids.

MATERIALS AND METHODS
Synthesis of Anti-Endotoxin Peptides (AEP)

Peptides were synthesized with an amidated C-terminus
by the solid-phase peptide synthesis technique in an auto-
matic peptide synthesizer (model 433 A; Applied Biosys-
tems) on Fmoc-Rink amide resin according to the 0.1 mmol
FastMoc synthesis protocol of the manufacturer, including
the removal of the N-terminal Fmoc-group. The peptidyl-
resin was deprotected and cleaved with a mixture of 90 %
trifluoroacetic acid (TFA), 5 % anisole, 2 % thioanisole, and
3 % dithiothreitol for 90 min at room temperature. After
cleavage, the suspension was filtered through a syringe filter
into ice-cold diethylether. The precipitated peptides were
separated by centrifugation and repeatedly washed with cold
ether. The final purification was done by RP-HPLC. Purity
levels up to 98% were achieved using an Aqua-C18 column
(Phenomenex) in combination with dedicated gradients of
acetonitrile in 0.1 % TFA, checked by Maldi-TOF mass
spectroscopy and RP-HPLC at 214 nm.

The amino acid sequences of the two investigated pep-
tides (patent pending) are as follows

© 2010 Bentham Science Publishers Ltd.
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Name Sequence
Pepl17-1 KKFRRLKWKYKGKFWFW 2432

Pep19-2: GCKKYRRFRWKFKGKFWFWCG 2814

Molecular weight

Lipids

L,-dimyristoylphosphatidylserine (DMPS) was pur-
chased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, Al, USA) and
used without further purification. Lipopolysaccharides (LPS)
from rough mutant Re and Ra from Salmonella minnesota
(strains R595 and R60, respectively) were extracted by the
phenol/chloroform/petrol ether method [11] from bacteria
grown at 37 °C, purified, and lyophilized. Results of all the
standard assays performed on purified LPS (analysis of the
amount of glucosamine, total and organic phosphate, and the
distribution of the fatty acid residues) were in good agree-
ment with the chemical properties expected for these LPS
chemotypes [12]. Free lipid A was isolated from LPS R595
by acid hydrolysis as described [13].

Preparation of Lipid Aggregates

Phospholipids or LPS were solubilized in 20 mM HEPES
buffer (lipid concentration 1 nM to 10 mM, depending on the
applied technique), extensively vortexed, sonicated for 30
min in a water bath at 60 °C, and subjected to several tem-
perature cycles between 20 and 60 °C. Finally, the lipid sus-
pensions were incubated for at least 12 h at 4° C before use.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

Microcalorimetric experiments of peptide binding to LPS
were performed on a MSC isothermal titration calorimeter
(Microcal Inc., Northhampton, MA, USA) at different tem-
peratures as described previously [14]. Briefly, after thor-
ough degassing of the samples, the peptide (1 mM in 20 mM
HEPES, pH 7.0) was titrated to an LPS suspension
(0.05 mM in 20 mM HEPES, pH 7.0). The enthalpy change
during each injection was measured by determining the area
underneath each injection peak (Origin software, Microcal),
and plotted against the [peptide]:[LPS] molar ratio. Titration
of the pure peptide into HEPES buffer resulted in a negligi-
ble endothermic reaction due to dilution, which was sub-
tracted from the plotted curves. The experiments were done
at least twice.

FTIR Spectroscopy

Infrared spectroscopic measurements were performed on
an IFS-55 spectrometer (Bruker, Karlsruhe, Germany). Sam-
ples, dissolved in 20 mM HEPES buffer, pH 7.0, were
placed in a CaF7 cuvette with a 12.5 um teflon spacer in the
case of phase transition measurements or were spread on a
Ge attenuated reflection (ATR) plate for secondary structure
analysis (see below). For phase transition measurements,
temperature-scans were performed automatically between 10
and 70 °C with a heating-rate of 0.6 °C/min. Every 3°C, 200
interferograms were accumulated, apodized, Fourier-
transformed, and converted to absorbance spectra. The band
parameters (peak position, band width, and intensity) can be
evaluated from the original spectra, if necessary after sub-
traction of the strong water bands. For phase transition
measurements, the symmetric stretching vibrational band of
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the methylene groups vy (CH; ) in the range 2850 to 2853
em™ | for the determination of the secondary structure of the
peptides, the amide I (mainly v(C=0) stretching) band were
evaluated.

Antibacterial Activity

Minimum inhibitory concentrations (MIC) of the pep-
tides were determined by the broth microdilution test in
Mueller-Hinton medium according to Clinical Laboratory
Standards Institute guidelines as already described [15]. The
MIC was defined as the lowest peptide concentration, at
which no bacterial growth was measurable. [16].

Stimulation of Human Mononuclear Cells by LPS

Mononuclear cells (MNC) were isolated from
heparinized blood of healthy donors as described previously
[17]. The cells were resuspended in medium (RPMI 1640)
and their number was equilibrated at 5x10° cells/ml. For
stimulation, 200 pl MNC (1x106cells) were transferred into
each well of a 96-well culture plate. LPS Ra (from S. minne-
sota strain R60) and the LPS:peptide mixtures were preincu-
bated for 30 min at 37 °C, and added to the cultures at 20 pl
per well. The cultures were incubated for 4 h at 37 °C under
5 % CO27. Supernatants were collected after centrifugation of
the culture plates for 10 min at 400xg, and analyzed for
TNFo by a Sandwich ELISA using a monoclonal antibody
against TNF (clone 6b from Intex AG, Switzerland) as de-
scribed earlier in detail [17].

RESULTS
Secondary Structures of AEP

The secondary structure of peptide Pep19-2 alone and in
the presence of lipids can be determined with FTIR spectros-
copy by analyzing the amide I vibrational band in the spec-
tral range 1700 to 1600 em™, resulting mainly from the
stretching vibration of the C=0 groups [18]. As shown in
Fig. (1) pure Pepl9-2 (top) has two band components at
1673 and 1627 cm™, which corresponds essentially to a -
sheet structure. The high intensity of the 1673 cm™ band is
indicative that besides turns also intermolecular aggregation
(antiparallel sheet) may exist. In the presence of LPS R595
(middle) and lipid A (bottom), the intensity of the higher
wavenumber component clearly decreases, which is indica-
tive that the binding of the peptide to the endotoxin struc-
tures leads to its refolding due to the strong attraction be-
tween the two components.

Binding of AEPs to LPS

The binding process of LPS R595 and Pepl9-2 was
nearer characterized by isothermal titration calorimetry Fig.
(2) at three different temperatures 27 °C (top), 37 °C (mid-
dle), and 45 °C (bottom), by titrating the peptide every 5 min
to the LPS dispersion. As can be seen in Fig. (2) (top), the
titration at 27 °C leads at the first three titrations to a calo-
rimetric exotherm (peaks downwards), which converts into
an endothermic reaction during the next titrations finally
running into saturation at [Pep19-2]:[LPS R595] = 0.5 M/M.
The endothermic process disappears in the titrations at 37 °C
(middle) and 45 °C (bottom), rather the exothermic proc-
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Fig. (1). Infrared spectra in the range 1700 - 1590 cm™ of the amide
I vibration (mainly C=O stretching vibration) of Pep19-2 alone
(top) and in the presence of an equimolar content of LPS R595
(middle) and free lipid A (bottom).
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Fig. (2). Isothermal calorimetric titration of a 0.05 mM LPS disper-
sion with a 1 mM Pep19-2 solution at three temperatures 27 °C
(top), 37 °C (middle), and 45 °C (bottom). For this, every 5 min 5ul
of the peptide was added to the LPS dispersion, and the resulting
heat ouput was monitored. The titration of the peptide into pure
buffer gave no significant signal.
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esses become much more dominant, with maximum values
of the enthalpy change AH of 12 (B) or even 14 (C)
kcal/mole. At the same time, the titrations at the two tem-
peratures exhibit ‘classical’ S-shaped saturation curves, with
saturation values lying around [Pep19-2]:[LPS R595] = 0.5
M/M as found also above for the titration at 27 °C.

Influence of AEPs on the Phase Behaviour of LPS

The influence of peptides on the gel to liquid crystalline
phase behaviour of LPS R595 was studied by evaluating the
symmetric stretching vibrational band v, (CH, ) in the range
2850 to 2853 cm™ Fig. (3). Besides Pepl19-2, also a short-
ened analogue Pepl7-1 was investigated. Both peptides
slightly change the wavenumber values, both causing a small
fluidization of LPS with a decrease of the phase transition
temperature T,. To test whether a similar change of the
phase behaviour can also be observed for an LPS with longer
sugar chain, the phase transition behaviour was monitored
for LPS R60 Fig. (4). The figure clearly shows that there is a
considerable increase in the wavenumber values in particular
in the gel phase of the hydrocarbon chains, i.e., below T,,.
For the highest peptide concentration, the phase transition of
LPS R60 even disappears, for Pepl7-1 as well as for Pep19-
2.
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Fig. (3). Gel to crystalline phase transition behaviour of LPS R595
with different concentrations of Pepl17-1 (A) and Pepl19-2 (B) as

monitored by the peak position of the symmetric stretching vibra-
tional band of the methylene groups.

To test whether similar mechanisms take place not only
for the negatively charged LPS from bacterial origin, but
also for the negatively charged phospholipid phosphatidyl-
serine (PS), which is characteristic for eukaryotic cells, the
influence of Pep19-2 on the phase behaviour of the synthetic
compound dimyristoyl-PS was studied Fig. (5). The data are
clearly indicative of a quite different mechanism, as the
wavenumbers strongly decrease which is characteristic for a
strong rigidification of the lipid bilayers.
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Fig. (4). Gel to crystalline phase transition behaviour of LPS R60
with different concentrations of Pepl7-1 (A) and Pep19-2 (B) as
monitored by the peak position of the symmetric stretching vibra-
tional band of the methylene groups.

Antibacterial Activity of AEPs

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the two
peptides was determined on strains of two Gram- negative
pathogens, Bordetella bronchiseptica and Escherichia coli,
and the Gram-positive Staphylococcus aureus strain. As
shown in Table 1, the overall antibacterial activity of peptide
Pep17-1 was significant, whereas the activity of Pep19-2 was
rather weak.

Inhibition of LPS-Induced Cytokine Production

Finally, the ability of the two peptides Pepl7-1 and
Pep19-2 to inhibit the LPS-induced production of tumor-
necrosis-factor-o. (TNFo) in human mononuclear cells was
monitored at three different LPS concentrations (100, 10,
and 1 ng/ml) and two [peptide]:[LPS] ratios (10:1 and 100:1
weight%). As deduced from Fig. (6) there is a strong inhibi-
tion observed for Pep19-2 to inhibit the cytokine production,
in particular at the highest peptide concentration, whereas
this ability is much less expressed by Pep17-1.

DISCUSSION

In the current investigation, two selected compounds
from a peptide library, originally based on the LPS-binding
region of the Limulus anti-LPS-factor LALF [19], were stud-
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ied with respect to their binding affinity to bacterial endotox-
ins and to the phospholipid DMPS. The analysis of the sec-
ondary structures Fig. (1) shows the existence of mainly j-
sheet structures, also comprising intermolecular peptide ag-
gregates. The expression of the latter decreases when LPS
R595 or free lipid A are added, which apparently results
from a refolding of the peptide, probably due to its intercala-
tion into the hydrophobic part of the endotoxins. Such inter-
calation can actually be observed by applying fluorescence
resonance energy transfer spectroscopy (data not shown),
and is in accordance to previous data with cyclic peptides
also based on the LPS-binding domain of LALF [2],[10].
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Fig. (5). Gel to crystalline phase transition behaviour of dimyris-
toylphosphatidylserine (DMPS) with different concentrations of
Pep19-2 as monitored by the peak position of the symmetric
stretching vibrational band of the methylene groups.

The evaluation of the ITC data Fig. (2) reveals a very
high binding affinity of Pep19-2 to LPS R595, with a satura-
tion at [Pep19-2]:[LPS] = 0.5, which corresponds to charge
compensation, since 8 positively charged amino acids (K and
R) of one peptide molecule are neutralized by 2 LPS mole-
cules, each possessing 4 negative charges (phosphates and
carboxylates). This is in accordance with observations previ-
ously published [20] for the LPS:polymyxin B (PMB) inter-
action, which also comes into saturation when the negative
charges of LPS are saturated. An interesting finding is that at
27 °C the ITC data first exhibit also an endothermic reaction,
which vanishes at 37 and 45 °C Fig. (2) middle, bottom). It
has been previously shown that for the LPS:PMB binding
two interaction mechanisms occur, one entropic and one
enthalpic in nature [21]: The former one, an endothermic
process, results from the destruction of the ordered water
layer in the LPS backbone which is strongly expressed in the
gel phase of LPS, i.e., below 30 to 35 °C (see Fig. (2)

Table 1 Minimum Inhibitory Concentration of Peptides Pep19-2 and Pep17-1 on Selected Bacterial Strains Expressed in pg/ml
Bordetella bronchiseptica CUN 11844-99 Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pep19-2 32 128 128
Pepl7-1 4 32 16
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whereas the latter, exothermic in nature, is due to the Cou-
lomb attraction between the positive charges of the peptide
and the negative ones of LPS, which becomes dominant at
temperatures above Ty,. As found for the LPS:PMB interac-
tion, also here the driving force for the binding is the attrac-
tion between the different charges, on which the entropic
term is superimposed.

The analysis of the gel to liquid crystalline phase behav-
iour of the hydrocarbon chains of LPS Figs. (3, 4) indicates a
fluidizing effect of the peptides, which is, surprisingly, for
both peptides only slightly expressed in the case of LPS
R595, but strongly for LPS R60. This differs for PMB,
which has been shown to lead for all LPS and lipid A prepa-
rations to strong fluidization in FTIR as well as in differen-
tial scanning calorimetric investigations [20, 21],[22]. From
the comparison of the data for LPS R595 and LPS R60, one
might deduce that the interaction of the peptide is much
weaker for the former, which, however, can be ruled out
from the ITC data in Fig. (2).

The interaction of Pep19-2 with DMPS, which is charac-
teristic lipid from eukaryotic origin interestingly shows a
behaviour being in clear contrast to that of LPS, namely a
drastic rigidification of the lipid takes place rather than a
fluidization Fig. (5). Since a similar Coulomb interaction
between the peptide and DMPS should take place and also
an intercalation of the peptide into the hydrophobic moiety,
the reason for this remains unclear. It might be speculated
that the different aggregate structures of LPS and DMPS
play a role, the former having a cubic structure [3], whereas
the latter should be (multi)lamellar [23]. When adding the
peptide, the LPS aggregate should be converted into a multi-
lamellar one as observed for various different AMPs [2, 24],
while the DMPS is a priori multilamellar which does not
change in he presence of the peptide.
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Fig. (6). Secretion of tumor-necrosis-factor-o. in human mononu-
clear cells induced by LPS 60 alone at three different concentra-
tions and in the presence of two concentrations of Pepl7-1 and
Pep19-2.

The data of the biological experiments shows that the
ability to act antimicrobially or to inhibit the LPS-induced
cytokine secretion is sensitively dependent on the peptide
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structures. Both peptides have the same number of basic
amino acids (8, R or K), the same number (7) of hydrophobic
amino acids, and a similar distribution, but differ in the N-
and C-terminal regions by the GC motif. This again empha-
sizes the importance of the exact amino acid sequence,
which must fit with respect to their physicochemical behav-
iour and their length.
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ABSTRACT Bacterial endotoxins (lipopolysaccharides (LPS)) are strong elicitors of the human immune system by interacting
with serum and membrane proteins such as lipopolysaccharide-binding protein (LBP) and CD14 with high specificity. At LPS
concentrations as low as 0.3 ng/ml, such interactions may lead to severe pathophysiological effects, including sepsis and septic
shock. One approach to inhibit an uncontrolled inflammatory reaction is the use of appropriate polycationic and amphiphilic anti-
microbial peptides, here called synthetic anti-LPS peptides (SALPs). We designed various SALP structures and investigated
their ability to inhibit LPS-induced cytokine secretion in vitro, their protective effect in a mouse model of sepsis, and their cyto-
toxicity in physiological human cells. Using a variety of biophysical techniques, we investigated selected SALPs with consider-
able differences in their biological responses to characterize and understand the mechanism of LPS inactivation by SALPs. Our
investigations show that neutralization of LPS by peptides is associated with a fluidization of the LPS acyl chains, a strong
exothermic Coulomb interaction between the two compounds, and a drastic change of the LPS aggregate type from cubic
into multilamellar, with an increase in the aggregate sizes, inhibiting the binding of LBP and other mammalian proteins to the
endotoxin. At the same time, peptide binding to phospholipids of human origin (e.g., phosphatidylcholine) does not cause essen-
tial structural changes, such as changes in membrane fluidity and bilayer structure. The absence of cytotoxicity is explained by
the high specificity of the interaction of the peptides with LPS.

INTRODUCTION

Bacteria and their pathogenicity factors pose a severe health
problem worldwide because of the increasing occurrence of
resistance as well as the demographic development of pop-
ulations, which is leading to higher numbers of immuno-
compromised people and thus a greater incidence of
severe infections, such as septic shock (1). Despite the avail-
ability of powerful antibiotics, life-threatening bacterial
infections are still a major cause of death due to the inability
of the applied therapeutics to not only kill the bacteria but
also to neutralize their pathogenicity factors, such as endo-
toxins (lipopolysaccharides (LPSs)) and lipoproteins (LPs),
two of the main toxins of Gram-negative and -positive
bacteria, respectively (2). Furthermore, severe septic
diseases are a very frequent complication of primary viral
infections such the Spanish flu and the recent swine flu of
the HINI serotype (3). Consequently, most lethal cases
result from the bacterial rather than the viral infection.
Clearly, there is a pressing need for new antimicrobial drugs
that can neutralize bacterial products such as LPS and LP.
A promising strategy is the use of antimicrobial peptides
(AMPs), originally based on LPS-binding domains of defense
proteins such as lactoferrin (4), NK-lysin (5), and Limulus anti-
LPS factor (6). Treatments based on the use of such peptides
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have been successfully used in animal models of endotoxin-
induced septic shock (7). However, no breakthrough regarding
the development of a therapeutic commercialized drug has
been made, mainly due to the high therapeutic concentrations
of AMPs needed to neutralize endotoxins effectively, which
inevitably causes severe side effects (8).

To circumvent these restrictions, we developed what we
believe is a novel strategy by synthesizing a new class of
peptides, called synthetic anti-LPS peptides (SALPs), which
are designed to strongly bind to the lipid A part of LPS. The
binding constants of these compounds exceed those of
mammalian LPS-bindings proteins such as lipopolysaccha-
ride-binding protein (LBP) and CD14. The design of this
peptide class was based on previously published details
regarding the conformation and physicochemical character-
istics of lipid A and LPS (9). In this way, we constructed
amphiphilic cationic SALPs with lengths optimized for
LPS neutralization, i.e., with a number of amino acid
(AA) residues ranging from 19 to 23 (10). In a mouse model
of lethal sepsis, these peptides were able to neutralize bacte-
rial endotoxins even at very low concentrations and protect
the animals considerably from endotoxic shock. At the same
time, their toxicity levels for mammalian cells were far
higher than the concentrations used in human therapeutics.

To further investigate these favorable properties, we per-
formed a comprehensive biophysical study of peptide
binding to endotoxin to elucidate the mode of action, in
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particular the extreme selectivity for endotoxin necessary to
avoid detrimental side effects in human cells. The results we
obtained using a variety of techniques are indicative of
unique interaction mechanisms, which are discussed further
below in the light of literature data.

MATERIALS AND METHODS

Lipids

LPS from the rough mutant Ra from Salmonella minnesota (strain R60) was
extracted by the phenol/chloroform/petrol ether method from bacteria
grown at 37°C, purified, and lyophilized (11). The results obtained by stan-
dard assays on the purified LPS (i.e., analyses of the amount of glucos-
amine, total and organic phosphate, and distribution of the fatty acid
residues) were in good agreement with the chemical properties expected
for the LPS chemotypes, whose molecular structure has already been
solved. S-form LPS from Pseudomonas aeruginosa PAO1 for mouse testing
was obtained from the aqueous phase of a water-phenol extract and purified
by treatment with chaotropic agents and detergents according to published
procedures (12). Cholesterol and the phospholipids phosphatidylcholine
(PC) from egg yolk, dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), and sphingo-
myelin (SM, 18:1) were obtained from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL).

Preparation of LPS or phospholipid aggregates

The LPS and phospholipids were solubilized in the appropriate buffer (lipid
concentrations between 1 nM and 10 mM, depending on the applied tech-
nique), extensively vortexed, sonicated for 30 min in a water bath, and sub-
jected to several temperature cycles between 20°C and 60°C. Finally, the
lipid suspension was incubated at 4°C for at least 12 h before use.

Fourier-transform infrared spectroscopy
and differential scanning calorimetry

The measurements of the gel-to-liquid crystalline phase transitions of the
acyl chains of LPS are described in the Supporting Material (13-16).

Isothermal titration calorimetry

Microcalorimetric measurements of peptide binding to endotoxins were per-
formed on a MCS isothermal titration calorimeter (Microcal, Freiburg,
Germany)) at 37°C as previously described (17). LPS R60 (0.05 mM, prepared
as described above) were dispensed into the microcalorimetric cell (volume:
1.3 ml), and the peptide solutions (2 mM) were loaded into the syringe
compartment (volume: 100 ul). After temperature equilibration, the peptides
were titrated in 3 ul portions every 5 min into the lipid-containing cell under
constant stirring, and the heat of interaction after each injection measured by
the isothermal titration calorimetry (ITC) instrument was plotted versus time.
The binding constant of the LPS-peptide interaction was determined by fitting
the binding curve with a sigmoidal function and applying common thermody-
namic analysis, i.e., using AG=AH — T x AS (where AG is the Gibbs energy,
T is the temperature, AS is the entropy change, and AH is the measured
enthalpy change). Furthermore, the binding constant k;, can be taken from
AG = —R x T X In k;, where R = gas constant. It should be noted that k;,
is the reciprocal of the equilibrium dissociation constant kg (ki, = 1/kg).

X-ray diffraction

X-ray diffraction measurements of LPS R60 peptide mixtures were performed
at the European Molecular Biology Laboratory outstation at the Hamburg
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synchrotron radiation facility (HASYLAB) using the double-focusing mono-
chromator-mirror camera X33 (18). Diffraction patterns in the range of the
scattering vector 0.01 < s < 0.0 nm~! (s = 2 sin /2, 260 scattering angle,
and wavelength A = 0.15 nm) were recorded at 20°C, 40°C, and 60°C with
exposure times of 1 min using an image plate detector with online readout
(MAR345; MarResearch, Norderstedt/Germany) (19). The s axis was cali-
brated with Ag-Behenate, which has a periodicity of 5.84 nm. We evaluated
the diffraction patterns as described previously (20) by assigning the spacing
ratios of the main scattering maxima to defined three-dimensional structures.
For this study, the lamellar and cubic structures were the most relevant.

Freeze-fracture electron microscopy

For freeze-fracturing, LPS and the LPS/peptide samples, copper sandwich
profiles, and instruments for manipulation were incubated at room temperature
or at40°C. A small amount of the sample was sandwiched between two copper
profiles as used for the double-replica technique and frozen by plunging the
sandwiches immediately into liquified ethane/propane-mixture cooled in
liquid nitrogen. Fracturing and replication were performed at —150°C in
a BAF 400T freeze-fracture device (BAL-TEC, Liechtenstein) equipped
with electron guns and a film sheet thickness monitor. In a first step 2 nm of
Pt(C) were evaporated under an angle of 35°, followed by perpendicular evap-
oration of C for a second replica layer of 20 nm thickness. The replicas were
placed on copper grids, cleaned with a chloroform-methanol mixture, and
examined in an EM 901 electron microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Fluorescence resonance energy transfer
spectroscopy

The ability of the peptides to intercalate into phospholipid liposomes or
LPS R60 aggregates, as investigated by fluorescence resonance energy
transfer (FRET), is described in the Supporting Material.

Determination of the {-potential

We used a Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Herrsching, Germany) to
determine the {-potentials of endotoxin aggregates from the electrophoretic
mobility by laser-Doppler anemometry at a scattering angle of 90° as
described previously (21). The {-potential was calculated according to
the Helmholtz-Smoluchowski equation from the mobility of the aggregates
in a driving electric field of 19.2 Vem™'. LPS aggregates (0.05 mM) and
peptide stock solutions (1 mM) were prepared in 20 mM Hepes, which
yielded the most reproducible results.

Stimulation of human mononuclear cells by LPS

Mononuclear cells (MNCs) were isolated from heparinized blood of healthy
donors as described previously (10). The cells were resuspended in medium
(RPMI 1640) and their number was equilibrated at 5 x 10° cells/ml. For stim-
ulation, 200 ul MNC (1 x 10° cells) were transferred into each well of
a 96-well culture plate. LPS Ra and LPS/peptide mixtures were preincubated
for 30 min at 37°C, and then added to the cultures at 20 ul per well. The
cultures were incubated for 4 h at 37°C under 5% CO,. Supernatants were
collected after centrifugation of the culture plates for 10 min at 400 x g and
stored at —20°C until immunological determination of tumor necrosis factor
« (TNFa), carried out in a Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
using a monoclonal antibody against TNF (clone 6b; Intex AG, Switzerland).

Animal model of endotoxicity

LPSs from P. aeruginosa PAO1 or S. minnesota R60 (see above for details of
preparation) were used to induce endotoxic shock.
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Female C57/BL6 mice (6 weeks old, 14-16 g) were purchased from
Harlan Spain (Harlan Interfauna Iberica S.A., Barcelona, Spain) and
randomly distributed in experimental groups (n = 8). Endotoxic shock
was induced in the animals by co-inoculation of LPS and galactosamine
following the method of Galanos et al. (22).

Specifically, each animal received an intraperitoneal injection containing
a mixture of 25 ng of LPS of S. minnesota R60 (150 ng in the case of the
less-endotoxic LPS of P. aeruginosa PAO1) and 18 mg of galactosamine
resuspended in 200 ul of endotoxin-free saline. Immediately after LPS
administration, the animals were inoculated at a different site of the perito-
neum, with the test peptide resuspended in 150 ul of pyrogen-free saline at
a LPS/peptide ratio of 1:500. To facilitate the therapeutic action of the
peptide, the mice were gently massaged at the site of inoculation for
a few seconds. Animal mortality was monitored at least every 24 h for
7 days.

In each independent experiment, a group of animals received a dose of
polymyxin B (PMB) identical to that used for the peptide, whereas another
group was left untreated.

Results regarding animal mortality at all experimental time points were
globally analyzed by means of a Kaplan-Meier survival analysis (SPSS
15.0). When the survival plots were parallel, the data were compared by
the log-rank test, whereas the Breslow-Gehan-Wilcoxon test was applied
when the plots intersected. The p-values were obtained by comparing
data from the same experiment (i.e., mortality in the treated versus the
untreated group). All of the animal protocols used in this study were
approved by the Animal Research Committee of the University of Navarra
(protocol No. 069-09).

Cytotoxicity

The techniques used to detect cytotoxic effects are described in the
Supporting Material.

RESULTS

In a first step, the effectivity of selected peptides (amino
acid sequence; see Table 1) to neutralize endotoxin
in vitro and in a mouse model of sepsis is described.

Inhibition of the LPS-induced stimulation
of cytokines in MNCs

We investigated the ability of LPS to induce TNFa secretion
in human MNCs at 100, 10, and 1 ng/ml LPS concentra-
tions, and the results show a high cytokine production
with a slight decrease at the lowest LPS concentration
(Fig. 1 A). In all cases, the addition of the peptides
Pep19-2.5, Pepl19-2.5KO, Pepl19-4, and Pepl19-8 leads to
a decreased secretion of TNFea, but at completely different
concentrations. Pep19-2.5 inhibits cytokine production at
an extremely low concentration, whereas at the lowest LPS

TABLE 1 Sequences and molecular weights of the
investigated peptides

Pep19-2.5 GCKKYRRFRWKFKGKFWFWG 2711
Pep19-2.5KO KfGKwRfGKYRFCwWKfRGwWK 2711
Pepl19-4 GKKYRRfRWKFKGK wfwfG 2750
Pep19-8 GRRYKKfRWKFKGRwfwfG 2636

AA identification: Bold corresponds to basic, lower case to hydrophobic,
and italic to polar character.

concentration (1 ng/ml), there is almost no measurable
TNFa secretion. Of interest, for Pep19-2.5K0O, which has
the same amino acids as Pepl9-2.5 but in a random
sequence, there is still effective inhibition at a [Pep]/[LPS]
100:1 excess concentration ratio. The other two compounds
also differ in their ability to neutralize LPS; in particular,
compound Pepl19-8 has only a weak cytokine inhibitory
ability, and a strong excess on a weight scale (100:1) is
necessary to induce some inhibition (Fig. 1 B, right-hand
bars).

Animal model of endotoxicity

To ascertain whether three selected peptides (Pep19-2.5,
Pep19-4, and Pep19-8) could neutralize LPS in vivo, we
used a mouse model of acute septic shock and measured
the ability of the compounds to increase animal survival
(Fig. 2, A and B). To induce septic shock, we first used
LPS from P. aeruginosa, whose endotoxic activity is known
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FIGURE 1 Inhibition of the LPS-induced inflammation reaction in vitro.

LPS R60-induced production of TNFa of human MNCs and inhibition by
Pep19-2.5 and Pep19-2.5KO (A), and Pep19-4 and Pep19-8 (B) at different
weight ratios.
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FIGURE 2 Protection against lethal septic shock caused by injection of
LPS. On day 0, a group of C57/BL6 mice (n = <7) were inoculated intra-
peritoneally with a mixture of 18 mg of galactosamine and either (A) 150 ng
of LPS from P. aeruginosa PAOL or (B) 25 ng of LPS from S. minnesota
R60. Immediately afterward, the animals received at a different site of
the peritoneum either 150 ug (A) or 12.5 ug (B) of the test peptide. Dupli-
cate groups of LPS-challenged animals received an amount of PMB iden-
tical to that of the peptide or were left untreated. Animal mortality was
monitored at daily intervals for 3 days. Statistical differences were analyzed
by means of the Kaplan-Meier survival test (***p < 0.001; **p < 0.01;
*p < 0.05).

to be lower than that of Salmonella (see Materials and
Methods). As shown in Fig. 2 A, whereas Pep19-2.5 pro-
tected the animals very efficiently, Pep19-8 showed no anti-
endotoxic activity in this model. Of interest, Pep19-4, which
displayed an intermediate level of inhibitory activity in the
cytokine assay (Fig. 1 A), showed an antiendotoxic activity
halfway between those of Pep19-2.5 and Pep19-8.

To determine whether the peptides could neutralize an
LPS of enhanced endotoxicity, we used LPS from
S. enterica serovar Minnesota R60 and tested the most
potent compound, Pep19-2.5, in the same animal model.
As shown in Fig. 2 B, administration of Pep19-2.5 conferred
a high level of protection, which was indistinguishable from
that of PMB.

Below, we characterize the physical parameters that are
prerequisites for effective LPS neutralization by the
peptides.

Aggregate structure of LPS

The biologically active aggregate structure of LPS was previ-
ously shown to have three-dimensional cubic symmetry (23).
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To determine the aggregate structure of LPS R60 in the pres-
ence of the peptides Pep19-2.5, Pep19-2.5KO, and Pep19-8,
we applied synchrotron radiation small-angle x-ray scat-
tering (SAXS). The scattering patterns presented in Fig. 3
for [LPS]/[peptide] 3:1 molar ratios for Pep19-2.5 show
(A) two strong reflections corresponding to the bilayer repeat
and the second order, according to previous data for LPS R60
(18). These are even more intensely expressed at 60°C with
the appearance of the third and fourth order (Fig. 3, bottom).
In contrast, the data for Pep19-2.5 KO (Fig. 3 B, middle) and
Pep19-8 (Fig. 3 B, bottom) are not indicative of a multilamel-
lar structure; rather, they show that a different cubic or mixed
aggregate structure is adopted. (For example, the scattering
maxima shown in Fig. 5 B, bottom, could be assigned to
8.85 nm = ag /\/2,5.52 nm = ag /y/5, and 4.54 nm = ag /\/8
of a cubic periodicity ag = 12.5 = 0.3 nm.) However, the
number of reflections is too low to obtain an unequivocal
assignment. For example, we completely exclude the possi-
bility that the reflections in the diagram in Fig. 3 B (bottom)
correspond to the two orders of two lamellar spacings. In
each case, the most important information is that the ability
of the peptide to inhibit the cytokine protection in both
in vitro and in vivo assays (Figs. 1 and 2) directly corresponds
to its ability to convert LPS into a multilamellar aggregate.
Thus, further measurements show that the conversion of
the basic cubic aggregate structure of LPS R60 into a multi-
lamellar form takes place for Pep19-2.5KO and Pep19-8 at
a much higher peptide concentration, i.e., at a molar excess
of the peptide (data not shown).

The morphologies of the pure LPS samples and the
mixtures with peptide Pep19-2.5 investigated with freeze-
fracture electron microscopy are shown in Fig. 4. LPS alone
exhibits ribbon-like structures with lengths up to a few
hundred pm (see inset), thicknesses of 14-20 nm, and vari-
able widths (A). In the presence of LPS (B), these separated
structures change completely into large and densely packed
multilamellar aggregates, with many multilamellar stack-
ings corresponding to the multiple lamellae found in the
X-ray experiment.

Neutralization of the LPS headgroup charges

We next sought to investigate the ability of a given peptide to
neutralize the negative surface charges of an LPS sample. To
that end, we applied isothermal titration calorimetry (ITC)
and electrophoretic mobility determination to determine
the {-potential. ITC has been shown to be a sensitive and
direct means of determining the strength of a binding
complex (13). The ITC data for the three selected peptides
are given in Fig. 5 A. All single titrations (for example, repre-
sentation of the power versus time in the diagram at the top of
the figure) indicate negative values corresponding to a strong
exotherm of the binding of the peptides to LPS, which disap-
pear at different concentrations for the three peptides. The
presentation of the integrals of these exotherms (diagrams



Please cite this article in press as: Kaconis et al., Biophysical Mechanisms of Endotoxin Neutralization by Cationic Amphiphilic Peptides, Biophysical Journal

(2011), doi:10.1016/1.bpj.2011.04.041

Endotoxin Neutralization

A

o

]l 4.95 nm
”f‘\ 0 455 nm
/

@
o

8.70 nm 4.48 nm

3.00 nm
1.80 nm
e L
01 02 03 04 05 06 07
s (nm”)
B ; i : ; ; :
LPS + Pep19-2.5
R 485 nm 4.55 nm
01 02 03 0,4 05 0,6 07
-1
s (hm’)

LPS + Pep19-2.5KO
o
o

LPS + Pep19-8

01 02 03 04 05 0,6 07
el
s (nm’)

FIGURE 3 Supramolecular aggregate structure of LPS. SAXS was per-
formed using synchrotron radiation of LPS R60 in the presence of
Pep19-2.5 at (A) three temperatures and (B) at 40°C in the presence of
Pepl19-2.5 (top), Pep19-2.5KO (middle), or Pep19-8 (bottom). All samples
were prepared at [LPS]/[Pep] 3:1 weight %. The logarithm of the scattering
intensity logl is plotted versus the scattering vector s (= 1/d, d = lattice
spacings).

at the bottom of the figure) shows a transition into binding
saturation at different peptide/LPS ratios. Whereas the
Pep19-2.5/LPS system is already in saturation at molar
ratios < 0.4, for the other peptides this value is > 1.1. There-
fore, the binding affinity of Pep19-2.5 is much higher than
those for the other peptides. A more precise ITC experiment
was performed with the latter peptide (Fig. 5 B). The evalu-
ation of such curves from five independent experiments,

FIGURE 4 Morphology of LPS aggregates. Freeze-fracture micrographs
of LPS R60 and LPS/peptide mixtures. (A) LPS alone shows aggregates of
ribbon-like structures appearing more or less cross fractured (area marked
by star) or tangentially fractured (area marked by triangle). The extension
of the ribbons is more clearly visible in the case of adsorbed ribbons (inser).
(B) After addition of Pep19-2.5, multilamellar aggregates are visible.
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FIGURE 5 (A) Binding saturation of peptides. ITC of mixtures of LPS
R60 with Pep19-2.5 (top), Pep19-2.5KO (middle), and Pep19-8 (bottom)
at 37°C. For the LPS dispersion (0.05 mM), 5 ul of the peptide solution
(2 mM) was titrated every 5 min, and the calorimetric signal was recorded.
(B) Binding saturation of peptides. ITC of mixtures of LPS R60 with
Pep19-2.5 (LPS concentration: 0.05 mM; Pepl9-2.5 concentration:
2 mM). The measurements were done at 37°C.

using a sigmoidal saturation curve as shown in Fig. 5 B, gave
a binding constant of k = (2.8 + 3.0) x 10~% /Mol.

We determined the C-potential of the LPS/peptide
mixtures by measuring their electrophoretic mobilities. A
comparison of Pep19-2.5 with Pep19-8 (Fig. 6) shows that
the {-potential, starting from negative values due to the
negative lipid A backbone charges, does not end at zero
potential. Instead, it adopts clearly positive values, i.e., addi-
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tional binding occurs beyond pure charge compensation. Of
interest, the less-active Pep19-8 reaches a positive {-poten-
tial at significantly lower LPS/peptide ratios than the highly
active Pep19-2.5. Thus, in addition to purely electrostatic
interactions, hydrophobic interactions between the lipid
and the peptides have to be considered.

Peptide incorporation into phospholipid and LPS
membranes

We investigated the ability of the peptides Pepl9-2.5,
Pep19-2.5K0, and Pep19-8 to intercalate into phospholipid
membranes from PC, phosphatidylserine (PS), and LPS by
applying FRET (Fig. S3, A-C).

LPS inactivation in the Limulus test

In the Limulus amoebocyte lysate test, which is a very sensi-
tive test for endotoxin contamination, the recognition struc-
ture for LPS is the diglucosamine 4’-phosphate backbone
region (24). The data in Fig. 7 show a complete inhibition
of endotoxic activity (in endotoxin units (EUs)) at all
concentrations of LPS (10, 1, and 0.1 ng/ml) and an [LPS]/
[Pep19-2.5] weight ratio of 1:1. Thus, binding of the peptide
to the 4’-phosphate should take place very effectively.

Influence of peptides on a membrane mimetic
bilayer

We investigated the influence of the peptide 19-2.5 on the
mimetic of the immune cell membrane as described above
by applying SAXS (Fig. 8). As can be seen in the figure,
this mixed lipid system exhibits a bilayer periodicity of
5.05 nm with a shoulder at 4.65 nm and an additional reflec-
tion at 7.46 nm (fop). The latter reflection may reflect three-
dimensional phase separation of SM (see Discussion). The
first two values may correspond to different periodicities
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FIGURE 6 Compensation of LPS backbone charges. The {-potential of
LPS R60 aggregates depends on different concentrations of Pep19-8 and
Pepl19-2.5, as determined by their electrophoretic mobility with Laser-
Doppler anemometry.
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FIGURE 7 Biological activity in the Limulus test system. The activities
(in EUs) of LPS R60 and LPS/Pep19-2.5 mixtures in the Limulus amebo-
cyte lysate test at three different LPS concentrations and LPS/Pep ratios
of 1:1-1:30 weight % are shown. As the standard in this test, the LPS
S-form from E. coli O111 is used; 1 ng of LPS corresponds to 14.6 EUs.

due to the domain structures of this lipid mixture. Upon
addition of Pep19-2.5 (middle, bottom), the main periodicity
hardly changes, whereas the values corresponding to the
domains change, i.e., the domain structure changes.

Cytotoxicity of the peptides

The cytotoxic effects of the peptides are described in the
Supporting Material.

DISCUSSION

Our aim in this systematic study of the mechanisms of inter-
action of selected SALPs with LPS (endotoxin) and with
eukaryotic membrane systems was to characterize both the
neutralization mechanisms of LPS and the selectivity of
these processes in different membrane systems. The data
clearly show that the selected SALPs differ strongly in their
ability to suppress the cytokine response in human MNCs
(Fig. 1), and to confer protection in the animal model of
sepsis (Fig. 2). We analyzed various physical parameters
to find out whether they are determinants of the inactivation
process of LPS.

A comparison of the data for the gel-to-liquid crystalline
phase behavior reveals that the Pep19-2.5 peptide with the
highest inhibitory activity results in only a slight fluidization
of the acyl chains (Fig. S1 A), whereas the Pep19-8 peptide
with much lower inhibitory activity shows a stronger fluid-
ization (Fig. S1 B). It was previously shown that the gold
standard of AMPs, PMB, leads to a strong acyl chain fluid-
ization of LPS (25). However, its nonapeptide, PMBN,
behaved nearly identically to PMB, although this compound
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FIGURE 8 Aggregate structure of a mimetic of the mammalian phospho-
lipids membrane. SAXS was performed using synchrotron radiation of
DOPC/SM/Cho mixtures 9:9:2 molar in the presence of Pep19-2.5 at three
molar ratios 1:0 (top), 2:1 (middle), and 1:2 (bottom) at 40°C. The loga-
rithm of the scattering intensity logl is plotted versus the scattering vector
s (= 1/d, d = lattice spacings).

exhibits no or only low antimicrobial activity (26). There-
fore, the parameter fluidization of the acyl chains of the lipid
A moiety of LPS by itself does not correlate with the
capacity of a peptide to block the stimulation capacity of
LPS. This is also in accord with a previous study of the in-
hibiting effect of human lactoferrin on LPS-induced cell
stimulation, which showed that the binding of LF to LPS
leads to acyl-chain rigidification (4).

Various studies have emphasized the importance of the
aggregate structure of endotoxins for the expression of bio-
logical activity. In one study, cubic aggregate structures
were assigned to their bioactive structure, whereas the inhi-
bition induced by AMPs converted these into a multilamellar
assembly (23). The diffraction patterns seen here do not give
strong evidence for cubic phases, which may reflect the fact
that it was our aim to realize near-physiological conditions,
i.e., a water content >95%, whereas cubic phases for LPS
are well expressed at 70-85% water content (18). However,
the most important finding is that the extent of multilamel-
larization directly correlates with the biological efficiency
of the single peptides (Figs. 1, 2, and 3 B), as evidenced
by the fact that compound Pep19-8, which has the lowest
inhibition capacity, maintained the original aggregate struc-
ture more strongly than the more-active compounds.
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This behavior is directly connected with the drastic
increase in the size of the aggregate structures (Fig. 4),
with small ribbon-like structures changing into large,
agglomerated, three-dimensional patches in which expanded
multilamellar stackings are found in correspondence to the
SAXS data.

The literature contains only limited data regarding
changes in LPS aggregate structures and sizes due to the
action of peptides. Rosenfeld et al. (27,28) studied the inhib-
iting effects of different peptides on the stimulating capacity
of S-form LPS and concluded that peptide binding to LPS is
accompanied by a dissociation of the LPS aggregates. They
based their conclusions on the results of FITC-labeled LPS
and fluorescence dequenching experiments, in which an
increase of the fluorescence intensity was interpreted as re-
sulting from a disaggregation process. It is known, however,
that other effects, such as an increase of the LPS acyl-chain
fluidity, may also be connected to an increase in fluorescence
intensity (K. Brandenburg, unpublished results), and that in
both cases, the binding of LPS to LBP, as well as to BPI,
lead to a fluorescence increase due to dequenching, although
the former protein should result in a disaggregation, and the
latter in an complexation, i.e., an increase in aggregation
(29). Furthermore, using negative-staining electron micros-
copy, Rosenfeld et al. found a decrease in aggregate size.
This can be understood in the light of the fact that the aggre-
gational behavior of LPS is extremely dependent on the
water content, leading to completely different phases when
water is removed from the dispersions, i.e., the inherent
cubic aggregates of enterobacterial lipid A and LPS would
convert into multilamellar complexes at ~<50% water
content (30,31). Another possibility would be a different
mechanism as described by Rosenfeld et al., because these
authors used S-form LPS, which has a rather high heteroge-
neity. The aggregate structure of this complex mixture is not
known in detail; therefore, other mechanisms may be
involved. To resolve these differences, we plan to conduct
experiments with LPS S-form from Escherichia coli, which
is similar to the S-form LPS used by Rosenfeld et al. We will
perform electron microscopic analyses using special cryo-
techniques, including cryo-transmission electron micros-
copy and freeze-fracturing (32).

The ITC data are important for an interpretation of the
peptide-induced inhibition of the cell stimulation by LPS.
The strong exothermic reaction of the LPS peptide interac-
tion, found for all peptides due to Coulomb interaction
between the positive charges of the peptides and the nega-
tive backbone charges of LPS, is already in saturation at
[Pep19-2.5]/[LPS] = 0.3, i.e., three peptide molecules per
10 LPS molecules already lead to charge saturation. In
contrast, for the much less effective compounds Pepl9-
2.5KO and Pep19-8, saturation is reached at [Pep]/[LPS]
molar ratios of >1 (Fig. 5). The strong inhibitory capacity
of Pep19-2.5 can be explained by the high binding constant
(estimated as k = 2.8 x 10~% /Mol from Fig. 5) of the

Biophysical Journal 100(11) 1-10

BPJ 2868

Kaconis et al.

peptide to LPS putatively exceeding that for the human
LPS-binding proteins LBP and CD14, which are responsible
for the initial steps of cell activation. It should be mentioned
that such binding constants of LPS with LBP and CD14
have been reported to lie in the range of 10™% to 10~?/Mol
(33,34). These data were obtained by using FITC-labeled
or *H-metabolically labeled LPS from S. minnesota R595.
Since binding constants measured with other techniques,
which afford the use of labels, frequently differ strongly
from values reported with ITC, comparative measurements
should be done. We will address this question in a separate
investigation.

An important inactivation step is the competitive interac-
tion of the peptide with human binding proteins such as LBP
and CD14. However, this may not be the only step that is
important for understanding LPS neutralization. The
FRET data indicate an intercalation of the peptides not
only into LPS aggregates (Fig. S3 C), which is in accord
with the above-discussed data, but also into normal PC (or
DOPC/SM/Chol mixtures) and PS liposomal membranes
(Fig. S3, A and B). Together with the observation that the
neutralization ability of Pep19-2.5 is still present when it
is administered up to 3 h after LPS addition (data not
shown), and the reported data that LPS by itself is trans-
ported into target membranes by the action of LBP (35),
a second step in LPS neutralization is the interaction of
LPS and peptides within the membranes of immune cells.
The details and mechanisms of this interaction will be pre-
sented in a separate study.

It was previously shown that the potential binding sites in
LPS, the phosphates, differ by their conformation, with the
1-phosphate looking into the aqueous environment of the
LPS layer, and the 4’-phosphate sticking into the hydro-
phobic/interface region (36). In similarity to what was
recently reported for cyclic peptides based on the Limulus-
anti LPS factor (20), we found that the 1-phosphate is the
first point of binding of the peptide (IR fingerprint region;
Supporting Material). This is in excellent agreement with
the data from the Limulus assay (Fig. 7), which unequivo-
cally indicate a complete blocking of the reaction at LPS/
Pep19-2.5 1:1 weight %. It was previously reported that
the presence of an acylated diglucosamine 4’-phosphate
headgroup of LPS/lipid A is a prerequisite for Limulus
activity (24).

For therapeutic use, the question of the specificity of the
SALP, or, in pharmacological terms, the therapeutic index,
is of utmost importance. This corresponds to the ratio of
the dose at which side effects occur to the therapeutic
dose. Here, the in vitro data of the cytotoxicity and hemo-
lysis (Fig. S4, A and B) are indicative of the beginning of
adverse effects at concentrations of 30-50 ug/ml, whereas
the therapeutic dose (Fig. 2) is ~1 ug/ml. In support of these
findings are the SAXS experiments of the interaction of
Pep19-2.5 with a mimetic of an immune cell membrane
(DOPC/SM/Chol 9:9:2 molar ratio). Various authors have
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investigated such membrane models with variations in the
single components (37-39). In the light of their data, it
can be concluded that the SM exhibits a three-dimensional
phase separation, which can be deduced from the extra
reflection at 7.46 nm in Fig. 8 (top). This reflection disap-
pears in the presence of the peptide, which apparently is
a result of the membrane incorporation as described above.
Of most importance, however, is the observation that the
basic structure and hence its integrity are maintained, in
accordance with the determination of cytotoxic effects.

A previous study in mice showed that a considerable
degree of protection occurs at [Pepl9-2.5]/[LPS] 50:1
weight % (10), shifting the therapeutic index to even higher
values. Although these are preclinical data, obtained in
galactosamine-sensitized mice, the application of this
peptide to humans should render similar results. Humans
can experience severe septic syndromes at LPS concentra-
tions of <0.5 ng/ml in blood (40). The therapeutic dose of
the peptide should be in the range of 100:1-1000:1 with
respect to LPS, i.e., it should not exceed 1 pg/ml, in simi-
larity to the situation in the animal model.

SUPPORTING MATERIAL
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Supplemental file:

Biophysical mechanisms of endotoxin neutralization by cationic amphiphilic peptides

Synthesis of the peptides

The peptides were synthesized with an amidated C-terminus by the solid-phase
peptide synthesis technique in an automatic peptide synthesizer (model 433 A;
Applied Biosystems) on Fmoc-Rink amide resin according to the 0.1mmol FastMoc
synthesis protocol of the manufacturer, including the removal of the N-terminal Fmoc-
group. The peptidyl-resin was deprotected and cleaved with a mixture of 90 %
trifluoroacetic acid (TFA), 5 % anisole, 2 % thioanisole, and 3 % dithiothreitol for 90
min at room temperature. After cleavage the suspension was filtered through a
syringe filter into ice-cold diethylether. The precipitated peptides were separated by
centrifugation and repeatedly washed with cold ether. The final purification was done
by RP-HPLC. Purity levels up to 98% were achieved using an Aqua-C18 column
(Phenomenex) in combination with dedicated gradients of acetonitrile in 0.1 % TFA,
checked by Maldi-TOF mass spectroscopy and RP-HPLC at 214 nm. The sequences
of the peptides was submitted as International Patent (published in October 2009 by
the European Patent Office, 2108 372 Al).

Fourier-transform infrared spectroscopy

The infrared spectroscopic measurements were performed on an IFS-55
spectrometer (Bruker). Samples, dissolved in 20 mM Hepes buffer, pH 7.0, were
placed in a CaF2 cuvette with a 12.5 um teflon spacer. Temperature-scans were
performed automatically between 10 and 70°C with a heating-rate of 0.6 °C/min.
Every 3°C, 50 interferograms were accumulated, apodized, Fourier transformed, and

converted to absorbance spectra.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)
DSC measurements were performed with a VP-DSC calorimeter (MicroCal, Inc.,
Northhampton, MA, USA) at a heating and cooling rate of 1 °C-min™*. The DSC



samples were prepared by dispersing a known ratio of LPS to peptide in 10 mM PBS
buffer at pH 7.4. The samples were hydrated in the liquid crystalline phase by
vortexing. The measurements were performed in the temperature interval from 5 °C
to 95 °C. Five consecutive heating and cooling scans checked the reproducibility of
the DSC experiments of each sample (13). The accuracy of the DSC experiments
was + 0.1 °C for the main phase transition temperatures and + 1 kJ-mol™ for the main
phase transition enthalpy. The DSC data were analysed using the Origin software.
The phase transition enthalpy was obtained by integrating the area under the heat

capacity curve.

Fluorescence resonance energy transfer spectroscopy (FRET)

The ability of the peptides to intercalate into phospholipid liposomes or into LPS R60
aggregates was investigated as described earlier (14). Briefly, phospholipid
liposomes from phosphatidylserine (PS), phosphatidylcholine (PC), or LPS R60 were
doubly labelled with the fluorescent phospholipid dyes N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazol-4yl)-phosphatidyl ethanolamine (NBD-PE) and N-(lissamine rhodamine B
sulfonyl)-phosphatidylethanolamine (Rh-PE) (Molecular Probes). Intercalation of
unlabeled molecules into the doubly labeled liposomes leads to probe dilution and
with that to a lower FRET efficiency: the emission intensity of the donor Ip increases
and that of the acceptor I decreases (for clarity, only the quotient of the donor and
acceptor emission intensity is shown here).

In all experiments, the peptides (100 pl of 100 uM) were added to doubly labelled PS
phospholipid liposomes or LPS R60 (900 ul of 10 uM) at 50 s after equilibration.
NBD-PE was excited at 470 nm and the donor and acceptor fluorescence intensities
were monitored at 531 and 593 nm, respectively, and the fluorescence signal Ip/la

was recorded for further 250 s.

Alamar blue Assay

To specify the vitality of eukaryotic cells and detect toxic effects of chemicals and
other substances on the cell membrane, the Alamar blue (Invitrogen) agent was
used. It is also known as resazurin (7-Hydroxy-3-H-phenoxazin-3-one-10-oxide), a
blue dye used as an oxidation-reduction indicator for cell viability. First, the cells were
treated for a period of time with different concentrations of test substances.
Subsequently the blue colored Resazurin was added. In the presence of living cells,

the Resazurin is reduced to the pink fluorescent compound resorufin. Via photometric



measuring (OD at 620 nm), the metabolic activity was monitored in a microtiter plate

reader. Each independent experiment was performed in triplicate.

Hemolysis Assay

The activity of the peptides to lyse freshly isolated human erythrocytes was
determined in PBS, pH 7.4 at 37 °C. Dilutions were prepared in duplicate in a round
bottom microtiterplate. For that, 20 ul erythrocytes (5 x 10° cells/ml) was incubated
with 80 pl of a peptide sample at 37 °C for 30 min in a humidified box. The hemolytic
activity after incubation was measured by transferring the supernatents into another
empty microtiter plate. This plate was read on a microtiter plate reader at 405 nm.
Hemolytic activity was expressed as percentage of released hemoglobin with respect
to water controls (100 % release) or controls processed without peptides (0 %

release).

Results

Gel to liquid crystalline phase transition of the acyl chains

It was shown that effective antibacterial peptides such as polymyxin B cause a strong
fluidization of the acyl chains of LPS (15).

The phase transition behavior of the acyl chains of the lipid A part of LPS R60 was
monitored by applying FTIR and DSC (Figs. S1,S2). In Fig. S1, the peak position of
the symmetric stretching vibrational band of the methylene groups of the hydrocarbon
chains is plotted versus temperature for LPS R60 at different concentrations of
Pepl19-2.5 (A) and 19-8 (B). As can be seen, for LPS a phase transition from the
ordered gel phase into an unordered liquid crystalline phase is found at T.= 35 °C,
and the addition of the peptides to LPS leads to an increase in the wavenumber
values in particular in the gel phase corresponding to a fluidization of the acyl chains.
Interestingly, this is much stronger for the biologically less active Pep19-8. In the
DSC experiment (file Fig. S2A), however, for both peptides the transition disappears
completely at sufficiently high peptide concentrations which can be deduced in
particular from the vanishing of the phase transition enthalpy (exemplarily shown in
Fig. S2B for Pep19-2.5).



Peptide incorporation into phospholipid and LPS membranes

The ability of the peptides Pepl19-2.5, Pep19-2.5K0, and Pepl9-8 to intercalate into
phospholipid membranes from phosphatidylcholine (PC), phosphatidylserine (PS),
and into LPS was determined by applying fluorescence resonance energy
spectroscopy (FRET) (see Figs. S3A-C). The results for the incorporation into PC
shows nearly equal capacity for all three peptides (A), whereas a succession from
Pep19-2.5K0 to Pepl19-2.5, and Pep19-8 is observed for PS (B). However, the FRET
signal of the latter is much higher than that for PC. For LPS, all three peptides
intercalate nearly with the same amplitude (C). Thus, these data show a clear
membrane activity of the peptides with a predominance for negatively charged (PS,
LPS) compounds.

The incorporation of the peptides was also studied with a mimetic of a human
immune cell membrane , DOPC, sphingomyelin, and cholesterol in a molar ratio of
9:9:2. The data were very similar as found for the pure PC membrane (Fig. S3A)

except the fact that the measuring curves were much more noisy.

Infrared fingerprint spectral region

To determine the influence of the Pepl9-2.5 on the phosphate groups of LPS,
infrared spectra of the fingerprint spectral region 1320 to 1180 cm™ of LPS were
evaluated. The spectra in the absence of the peptide show the appearance of two
band components at 1255-1260 and 1220 cm™ corresponding to the weakly hydrated
4’-phosphate and highly hydrated 1-phosphate, respectively (16). In the presence of
the peptide both bands are changed, due to the binding of the peptide (not shown). In
particular, there is a strong decrease of the band intensity of the band at 1260 cm™
which indicates that this phosphate group is immobilized via e.g. the formation of a

hydrogen bond interaction with the peptide.

Cytotoxicity

For the use of peptide as antiseptic agents, cytotoxic effects have to be carefully
excluded. For this, two different test systems were investigated, human macrophages
and red blood cells (RBC). Furthermore, beside the peptides described above further

peptides with some modifications in the amino acid sequence were also monitored.



The results of these experiments are shown in Fig.S4A for macrophages using the
Alamar blue test, and for red blood cells in Fig. S4B by using the efflux of
haemoglobin. The measurements indicate for the macrophages that some cytotoxic
effects start in the concentration range above 30 ug/ml, except for peptides Pepl19-4
and Pepl19-2.50H (Fig. S4B), and of course the control peptide melittin. For RBC, the
peptide induce a slight increase in lysis up to approximately 50 ug/ml, and then a

stronger increase.

Figures and legends:

FigureS1: Gel to liquid crystalline phase transition behaviour of LPS R60 by Fourier-
transform infrared spectroscopy.

The peak position of the symmetric stretching vibrational band of the methylene groups is
plotted versus temperature for LPS R60 in the presence of Pep19-2.5 (A) and Pep19-8 (B).
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FigureS2: Gel to liquid crystalline phase transition behaviour of LPS R60 by differential
scanning calorimetry.
(A) DSC heating-scan of LPS:Pep19-2.5 mixtures at various concentration ratios.

(B) Phase transition enthalpies and temperatures in dependence on time.
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Peptide incorporation into phospholipid and LPS membranes

FigureS3: Intercalation of peptides into different lipid systems.

Incorporation of the peptides Pep19-2.5, Pep19-2.5K0O, and Pep19-8 into liposomes made
from phosphatidylcholine (A), phosphatidylserine (B), and into LPS R60 aggregates (C). The
FRET signal (ratio of the donor NBD-PE to the acceptor RhoPE intensity) is plotted versus

time.
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Figure S4A: Characterization of peptide-associated cytotoxicity.

(A) Metabolic activity of human macrophages at different concentrations of peptide Pep19-
2.5, Pep19-2.5KO0, Pep19-8, and the reference compounds polymyxin B (PMB) and bee
venom melittin. (B) Red blood cell haemolysis of the same selected peptides as compared to

PMB and melittin.
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