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RESUMEN

Actualmente, los venenos de animales se consideran una fuente potencial de
numerosos péptidos bioactivos de interés bioquimico y farmacoldgico, como los
péptidos con actividad antitrombotica, anticoagulante y antimicrobiana.

En nuestro grupo de trabajo en el 2014 se purifico por electroelucion, a SPC13, un
péptido antimicrobiano de 13 kDa, presente en el veneno de Scolopendra
polymorpha, que tiene actividad antimicrobiana contra S. aureus con una
concentracion minima inhibitoria de 45 pg/ml; este péptido tiene una actividad
hemolitica del 20.5%. Sus secuencias parciales mostraron una identidad del 98%
con la histona H3 reportada en S. viridis.

En este trabajo se determind la actividad bactericida de SPC13 frente P.aeruginosa
obteniendo una CMI de 192.5 pg/ml, asi como actividad bacteriostatica contra E.
coli obteniendo el efecto maximo a una concentracion de 155 pg/ml. De la
digestion triptica de SPC13 se purifico un péptido antimicrobiano aniénico de 8
aminoacidos, denominado SPC13-DIC, este péptido mostré actividad
antimicrobiana frente a S. aureus con una concentracion minima inhibitoria de 125
pug/ml (144.1puM), presentando una actividad hemolitica de 1.7 % frente a
eritrocitos humanos, mostrando una reduccion del 91.7% con respecto a la
actividad hemolitica de SPC13.



ABSTRACT

Currently, animal venoms are considered a potential source of bioactive peptides
numerous biochemical and pharmacological interest, such as peptides with
antithrombotic, anticoagulant and antimicrobial activity source.

In our working group in 2014 he was purified by electroelution, to SPC13, an
antimicrobial peptide of 13 kDa present in the venom of Scolopendra polymorpha,
which has antimicrobial activity against S. aureus with minimal inhibitory
concentration of 45 pg/ml; this peptide has a hemolytic activity of 20.5%. Their
partial sequences showed a 98% identity with the histone H3 reported in S. viridis.

In this work, the bactericidal activity of SPC13 against P.aeruginosa was
determined obtaining an minimal inhibitory concentration of 192.5 pug / ml, as
well as bacteriostatic activity against E. coli, obtaining the maximum effect at a
concentration of 155 pyg/ml. From the tryptic digestion of SPC13 was purified an
anionic antimicrobial peptide of 8 amino acids, called SPC13-DIC, this peptide
showed antimicrobial activity against S. aureus with a minimum inhibitory
concentration of 125 pg/ml (144.1puM), presenting a hemolytic activity of 1.7%
against to human erythrocytes, showing a reduction of 91.7% with respect to the
hemolytic activity of SPC13.



1.INTRODUCCION

El uso indiscriminado de agentes antimicrobianos crea una presion selectiva para
el surgimiento de cepas resistentes (Becerra et al. 2009). Si no se toman las
medidas adecuadas para entender y controlar la cambiante epidemiologia y
sintomatologia clinica, puede convertirse en un importante problema de salud en
un futuro cercano (Sussmann et al. 2001; World Health Organitation, 2018).

Ademas de los péptidos antimicrobianos convencionales, todos los organismos
eucariotas, unicelulares y pluricelulares, producen una amplia gama de agentes
anti-infecciosos naturales que también incluyen las proteinas y otras moléculas
que a menudo no se consideran como parte del sistema inmune innato. Los
ejemplos van desde las histonas, acidos grasos y otros componentes estructurales
de las células a los pigmentos y proteinas reguladoras. Estos probablemente
representan factores de defensa muy antiguos que han sido reutilizados en nuevas
formas durante la evolucion (Smith et al.2010; Gonzalez et al. 2017).

Los centipedos son artrépodos depredadores que pertenecen la clase Chilopoda.
Esta clase, ha sido utilizada por miles de anos para tratar diversas enfermedades
tales como: apoplejia, epilepsia, tétanos, tuberculosis, tosferina, asi como
también han sido empleados en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares
en Corea, China y Asia Oriental (Kong et al.2012). Se han realizado pocos estudios
quimicos, fisiologicos y toxicoldgicos acerca de la composicion y efectos del
veneno del ciempiés. En afos recientes se han reportado diversos péptidos
antimicrobianos provenientes del veneno de chilopodos, los cuales tienen amplio
espectro frente a bacterias y levaduras patogenas (Wenhua et al.2006; Peng et
al.2009; Kong et al.2013). Particularmente del veneno del género
Scolopendromorpha, se han purificado numerosos péptidos antimicrobianos de
amplio espectro que varian de 2.5 a 4.4 kDa, purificados de S. subspinipes
mutilans. SPC13 es un péptido antimicrobiano aislado de Scolopendra
polymorpha, su secuencia parcial presenta una alta identidad con la histona H3,
reportada en Scolopendra viridis. SPC13 tiene actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 45ug/ml
y presenta un 20.5% de hemolisis, por lo que, sus caracteristicas lo hacen
importante para favorecer su desarrollo como posible terapéutico (Rodriguez-
Alejandro, 2014). Por lo anterior en este trabajo se determiné la especificidad de
SPC13y sus derivados, frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y cepas
multirresistentes.




2. ANTECEDENTES

2.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares de tamano variable cuyo limite
inferior esta en las 0,2um y el superior en las 50um; sus dimensiones medias oscilan
entre 0,5y 1uym. Las bacterias tienen una estructura menos compleja que la de las
células de los organismos superiores: son células procariotas que contienen
informacion genética, sistemas de produccion de energia y sistemas biosintéticos
necesarios para el crecimiento y reproduccion. Una célula bacteriana tipica tiene
las siguientes estructuras: material genético (ADN) no delimitado por una
membrana nuclear, algunas bacterias pueden contener fragmentos circulares de
ADN dispersos en el citoplasma denominados plasmidos, ademas presentan
ribosomas, citoplasma y membrana citoplasmatica, por fuera esta la pared
bacteriana, estructura que por su composicion bioquimica se puede decir que es
propia de las bacterias, algunas bacterias como los micoplasmas, carecen de pared
celular (Cardenas-Perea et al. 2014).

La naturaleza rigida, flexible y elastica de la pared celular de todas las bacterias
reside en un mucopéptido (peptidoglicano) formado por cadenas acetilglucosamina
y acido muramico, estas cadenas se encuentran unidas por enlaces peptidicos; de
acuerdo con su composicion quimica las bacterias pueden comportarse de forma
distinta al tefirlas con la técnica de Gram (Cardenas-Perea et al. 2014). Algunos
tipos de bacterias tienen una segunda membrana (membrana externa) que recubre
la capa de peptidoglicano por su parte exterior. En aquellas bacterias en las que
existe una membrana externa (bacterias Gram-negativas), la capa de
peptidoglicano es mas delgada que en las que carecen de ella (bacterias Gram-
positivas). Se denomina espacio periplasmico al comprendido en las bacterias
Gram-negativas entre las membranas interna y externa y al inmediatamente
adyacente a la membrana interna en el caso de las bacterias Gram-positivas.

Las diferencias estructurales entre las paredes celulares de las bacterias Gram-
positivas y Gram- negativas son las responsables del comportamiento de las células
a la tincién de Gram. En dicha tincién, se forma dentro de las células un complejo
cristal insoluble, violeta-yodo, que el caso de las Gram-negativas puede extraerse
con alcohol, pero no en las Gram- positivas. El alcohol deshidrata las bacterias
Gram-positivas, las cuales poseen paredes celulares muy gruesas con varias capas
de peptidoglicano, provocando el cierre de los poros de las paredes impidiendo la
salida del complejo cristal violeta-yodo; en bacterias Gram- negativas, el alcohol
penetra rapidamente en la capa externa que es rica en lipidos y la fina capa de
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peptidoglicano no impide el paso de solvente por lo que el complejo se extrae
facilmente.

Estos microorganismos cuentan con una forma de desarrollar mecanismos de
adaptacion permitiéndoles responder y modificar su entorno, incluso modificando
la respuesta de seres multicelulares, esta adaptacion incluye la habilidad de
inhibir o esquivar amenazas existentes en su habitat. Estas caracteristicas le dan
una particular importancia debido a que existe un amplio grupo de bacterias
responsables de importantes infecciones, que afectan a un gran grupo de
organismos, entre ellos, al ser humano; que al dificultar su control las convierte
en un problema de salud mundial.

En los Ultimos afos ha emergido, un grupo de bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas que han tomado especial interés, debido a que han generado cierto tipo
de resistencia a los antibidticos ya conocidos, por lo que la OMS los considera de
alto riesgo, entre estos organismos encontramos a S. aureus y sus serotipos
meticilino resistentes (MRSA), P. aeruginosa y E. coli (World Health Organization,
2014).

2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco Gram- positivo, inmovil, de 0.8 a 1 ym de
diametro, que se divide en tres planos para formar colonias lisas, brillantes y
convexas, de color amarillo-naranja a blanco, es aerobio facultativo por lo que
puede crecer tanto en una atmdsfera con o sin oxigeno, fermenta glucosa, lactosa
y maltosa, no presenta movilidad ni forma capsula, esta bacteria es capaz de
crecer hasta con un 10% de sal comUn y tiene un amplio rango de temperatura de
crecimiento (30-40°C) y un pH de 4.8 a 9.4 (Madigan et al. 2004). S. aureus es un
colonizador de piel y mucosa de mamiferos y aves, considerado un patdégeno
oportunista de importancia nosocomial frecuentemente asintomatico, causando
diferentes tipos de infecciones, por ejemplo, infecciones de la piel y tejidos
blandos, forunculosis, abscesos, osteomielitis, neumonia, sepsis, endocarditis,
estafilococo tdxico, sindrome de shock, o fascitis necrotizante (Mehraj et al.
2016).

Casi todas las cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas,
dentro de estas existen cuatro hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas,
proteasas, lipasas, hialuronidasas y colagenasa. La funcion principal de estas
proteinasas es ayudar a degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos
en nutrientes para las bacterias. Algunas cepas producen proteinas adicionales
como la toxina 1 del sindrome del shock toxico (TSST-1), las enterotoxinas
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estafilococicas (SE), las toxinas exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina. Los
factores de virulencia de S. aureus participan en la adhesidon y adquisicion de
nutrientes para el microorganismo y sirven también para evadir la respuesta
inmune del huésped (Bustos-Martinez et al.2006; Madigan et al. 2004; Winstel et
al. 2015). En este sentido, se ha puesto mas atencidn en S. aureus MRSA, la cual
se ha convertido en un problema de salud publica aumentando en las Gltimas tres
décadas; alrededor del 23% del total de infecciones de sangre producidas
por S.aureus en 2011 y recientemente la Organizacion mundial de la salud (World
Health Organization, 2014) reportoé la presencia de MRSA en mas del 50% del total
de los aislados de infecciones nosocomiales, en cinco de las seis zonas marcadas
por la OMS, siendo Espana el pais con mayor incidencia. De acuerdo con reportes
del 2011 en México la presencia de S. aureus MRSA en hospitales de tercer nivel
habia aumentado de un 2 a un 64% en 30 afos, mostrando una prevalencia de un
50-85% en aislados clinicos (Miranda, 2017).

2.1.2 Escherichia coli

E. coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae; es una de las especies
bacterianas mas minuciosamente estudiadas, y no solamente por sus capacidades
patogénicas, sino también como sustrato y modelo de investigaciones metabdlicas,
genéticas, poblacionales y de diversa indole. Es un bacilo Gram-negativo, de
0.5pum de ancho por 3um de largo, con flagelos peritricos, anaerobio facultativo,
capaz de crecer en agar y en medios simples con o sin NaCl, fermentadores y
oxidativos en medios con glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa
negativos, reductores de nitratos a nitritos; es una bacteria de rapido crecimiento
y amplia distribucion en el suelo, coloniza el tracto intestinal de muchos animales
sanos y es el principal organismo anaerobio facultativo, actia como un comensal
formando parte de la flora intestinal y ayudando asi a la absorcion de nutrientes.
Sin embargo, si la bacteria adquiere elementos genéticos que codifican factores
virulentos desencadenara un cuadro clinico de importancia en humanos y otros
mamiferos. Ademas, E. coli constituye un reservorio de genes de resistencia
antimicrobiana, que juegan un papel importante para desempenar un papel
epidemioldgico en la propagacion de la resistencia.

La resistencia a antibioticos de esta bacteria estda aumentando en forma
considerable a nivel mundial; Espana, es uno de los paises de mayor impacto, que
ha visto el aumento de resistencia a ciprofloxacino de un 17,9% en 2001 a un 35%
en 2011. E.coli ha conseguido incrementar su resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion del 1.6% 2001 al 12.3% de 2011; aunado a esta situacion la D




resistencia, a multiples antibioticos en esta bacteria se ha duplicado durante la
ultima década, pasando del 12% en 2001 al 26% en 2011(World Health
Organization, 2014). Siendo las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) las
que ganan una atencion especial, ya que confieren resistencia a muchos de los
antibioticos betalactamicos cominmente utilizados en la medicina veterinaria y
humana, los cuales pueden ser transferidos con facilidad entre diferentes cepas
debido a la frecuente localizacion plasmidica de estos genes (Rodriguez-Angeles,
2002; Madigan et al. 2004; Alonso et al. 2016).

2.1.3 Pseudomona aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, flagelada con forma de
bastoncillo, que produce pigmentos fluorescentes de colores que pueden variar
desde el rojo hasta el negro. Es una bacteria de amplia distribucion y puede
encontrarse en el agua, la tierra, animales o plantas, ya que sus necesidades
alimenticias son minimas, aunque las enfermedades producidas por esta bacteria
estan asociadas a su preferencia por los medios hiUmedos, en humanos puede
encontrarse en las zonas mas himedas del cuerpo, como son las axilas, los oidos y
la zona alrededor del ano. Es una de las bacterias patogenas nosocomiales mas
comunes alrededor del mundo, ocasiona infecciones que incrementan los costos
médicos, particularmente en pacientes inmunocomprometidos o criticamente
enfermos. Estas infecciones son dificiles de tratar debido a que las cepas
responsables pueden ser resistentes a multiples antibioticos, incluyendo
cefalosporinas de tercera generacion. Ademas, puede ocurrir resistencia
antibidtica durante o después del tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa
(Madigan et al. 2004; World Health Organization, 2014).

En los ultimos anos se ha demostrado que la capacidad de esta bacteria para
eliminar los antimicrobianos que penetran en la misma, es empleando para ello
sistemas de expulsion activa, es tan importante o mas que la baja permeabilidad
de su membrana externa. Ademas, la totalidad de los aislamientos clinicos de P.
aeruginosa expresaron una B-lactamasa cromosémica de clase C que contribuye a
la resistencia a muchos de los B-lactamicos de uso clinico, incluyendo las
penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion, cefamicinas y muchas
de las cefalosporinas de tercera generacion. La resistencia a imipenem en Espana
aumento6 del 15 al 21% entre 2006 y 2011.Todo ello reduce notablemente las
opciones terapéuticas frente a las infecciones causadas por este agente. En la
actualidad, los B-lactamicos que, desde un punto de vista clinico, tienen buena
actividad frente a P.aeruginosa incluyen algunas penicilinas (ureidopenicilinas,
carboxipenicilinas, etc.) oxiiminocefalosporinas (ceftazidima), las cefalosporinas

zwiterionicas (como cefepima) y las carbapenemas (imipenema y meropenema).



Aunque la aparicién de P. aeuriginosa multirresistente (MDR) es un problema
critico en la practica médica. Las caracteristicas clave involucradas en la aparicion
y propagacion de la P. aeruginosa MDR siguen siendo desconocidas (World Health
Organization, 2014; World Health Oraganization, 2018; Farinas y Martinez-
Martinez, 2013; Miyoshi-Akiyama et al. 2017).

2.2 Antibioticos

La Organizacion Panamericana de la Salud, define a los antibidticos como
substancias antimicrobianas producidas por microorganismos que poseen la
capacidad de destruir, impedir o retardar la multiplicacion de otros
microorganismos (Organizacion Panamericana de la Salud, 2004); constituyen un
grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético
y farmacodinamico, que ejercen una accién especifica sobre alguna estructura o
funcion del microorganismo, tienen elevada potencia bioldgica actuando a bajas
concentraciones y su toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las
células de nuestro organismo (Wold Health Organization, 2014).

Wise en el 2002 estimé que el consumo de antibioticos a nivel mundial se
encontraba entre las 100,000 y 200,000 toneladas; de las cuales el 75% fue
destinado a su aplicacion en salud humana (Wise, 2002). En el 2009 se estimo6 que
el valor comercial de la industria de los antibioticos a nivel mundial fue de US$42
billones de dolares (Hamad, 2010); aumentando cerca de USS 1.2 billones de
doélares para el 2012. México es el segundo mercado mas grande de América Latina
en la industria farmacéutica, calculando que las ventas anuales de esta clase de
agentes terapéuticos se sitlan en cerca de los US$960 millones de dolares (Dresser
et al.2008; Fuente: Secretaria de Economia, 2013).

El dinamismo de estos farmacos ha llevado al abuso de estos y, por lo tanto, a la
generacion de cepas resistentes; lo que limita su eficacia, trayendo como
consecuencia un problema de salud mundial.

2.3 Resistencia bacteriana

Se define como resistencia bacteriana o a los antimicrobianos (RAM), cuando los
microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) se modifican al ser
expuestos a algun tipo de antimicrobiano (antibioticos, antifingicos, antiviricos,
antipaludicos, por ejemplo). Teniendo como resultado la ineficacia de estos
farmacos y la persistencia de infecciones (Wold Health Organization, 2018).




En la Ultima década se ha aumentado la incidencia de infecciones causadas por
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas resistentes a multiples farmacos,
incluyendo diversas cepas MDR, como S. aureus, E. coli, S.pyogenes y diversas
enterobacterias, entre otras especies patogenas para el humano (Ver tabla 1).
Estos microorganismos generalmente estan implicados en infecciones graves, por
lo que actualmente suponen un gran problema de salud publica mundial (Rodriguez
et al. 2014; World Health Organization, 2014). Este aumento de resistencias
antimicrobianas, unido al poco desarrollo de nuevos antibiéticos, hace que cada
vez se disponga de menos opciones terapéuticas para el tratamiento de dichas
enfermedades infecciosas y suponen un gran problema de salud publica mundial
(Farinas y Martinez-Martinez, 2013).

En datos mas recientes y con la creacion del sistema mundial de vigilancia de la
resistencia a los antimicrobianos (denominado GLASS, por sus siglas en inglés) de
la OMS que incluye, hasta la fecha, 52 paises (25 de ingresos altos, 20 de ingresos
medianos y siete de ingresos bajos), revela la presencia generalizada de resistencia
a los antibioticos en 500 000 muestras de 22 paises, en los que habia sospechado
de infecciones bacterianas. Las bacterias mas frecuentes fueron E. coli, K.
pneumoniae, S. aureus y S. pneumoniae. Donde la RMA de los antibioticos mas
utilizados fue desde un 0 a un 82%; especificamente penicilina, el antibiotico mas
utilizado para neumonia, oscilé en el 51% de resistencia en los paises estudiados,
y de los aislados de E. coli presentd un 8-65% de resistencia a ciprofloxacina el
antibidtico cominmente utilizado para las infecciones causadas por esta bacteria
(World Health Organization, 2018).

Particularmente en México, hasta el 2017, el 85% de las cepas aisladas de E. coli
son resistentes a la aminopenicilina, ubicando el quinto lugar de “amenaza” entre
los paises de riesgo de resistencia, por debajo de Pakistan (93%), India (92%), China
(88%) y Kenia (86%) (Miranda, 2017).




Tabla 1. Bacterias comunmente involucradas en infecciones intrahospitalarias y en la

comunidad.
. . . N° de regiones de la OMS
. . . Ejemplos tipicos de [De 194 paises, que . .
Bacteria/ Resistencia . con informes nacionales de
enfermedades proporcionan datos: . . ;
50% de resistencia o mas
Escherichia coli/ - Infecciones del
-vs Cefalosporinas tracto urinario 86 5/6
(tercera generacion) - Infecciones del 92 5/6
-vs Fluroquinolonas torrente sanguineo
- Neumonia
Klebsiella pneumoniae/ |- Infecciones en 87 6/6
-vs Cefalosporinas torrente sanguineo 71 2/6
(tercera generacion) - Infecciones en tracto
-vs Carbapenemes urinario
-Heridas infectadas
Staphylococcus aureus/ . 5/6
o . -Infecciones en 85
-vs meticilina "MRSA .
torrente sanguineo
Streptococcus i
X - Neumonia
pneumoniae/ L.
. - Meningitis 67 6/6*
- No suceptible o .
] o - Otitis
resistente a penicilina
- Dearrea transmitida
Salmonella no tifoidal/ i
. f por alimentos 68 3/6*
-vs Fluroquinolonas - Infecciones en
torrente sanguineo
Especies de Shigella/ ,
P . $ -Disenteria bacilar 35 2/6*
-vs Fluroquinolonas
Neisseria gonorrhoea/
-vs Cefalosporinas - Gonorrea 42 3/6*
(tercera generacion)

*N° de regiones de la OMS con informes nacionales de 25% de resistencia o mds. Informacién

tomada de Wold Health Organization, 2014.

2.3.1 Mecanismos de resistencia

Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes a ciertos antibidticos, sin
embargo, algunas de ellas pueden adquirir resistencia ya sea por mutacion en
genes cromosomales y por transferencia horizontal de genes. Los mecanismos de
resistencia adquiridos y transmisibles consisten fundamentalmente en la
produccion de enzimas bacterianas que inactivan los antibioticos o en la aparicion
de modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto diana o en la
alteracion del propio punto diana, en la tabla 2 se puede observar la relacion entre ©Q




los mecanismos de accion de los antibidticos y la resistencia hacia estos
(Organizacion Mundial de la Salud, 2013; Daza, 1998).

Tabla 2. Clasificacion de antibioticos,

Antibiticos

Mecanismo de
accion

Blanco de
accion

Mecanismo de
resitencia

Actividad

mecanismos de accion y resistencia

Base genética

B-lactamicos: penicilinas,
cefalosporinas,

carbapenemes,
monobetalactamicos,
inhibidores de las B-lactamasas

Macrolidos y lincosamidas

Cloranfenicol

Aminoglusidos:
estreptomicina, kanamicina,
gentamicina, neomicina, etc...

Estreptomicina

Fluoroquiliononas y acido
nalidixico

Tetraciclinas

Inhibicion de la sintesis de
la pered celular

Inhibicion de la sintesis de
proteinas

Inhibicén de la sintesi de
proteinas

Inhibicion de la sintesis de
proteinas

Inhibicién de la sintesis de
proteinas

Inhibicion de replicacion,
transcripcion,
recombinacion y super
enrollamiento de DNA

Inhibicion de la sintesis de
proteinas

Proteinas unidoras
de penicilinas (PBPS)

Subunidad 50S del
ribosoma

Subunidad 50S del
ribosoma

Subunidad 50S del
ribosoma

Subunidad 30S

DNA girasa

Proteinas de las
unidad ribosomal

a) Hidrdlisis del anillo B-
lactamico del antibiotico
b) Alteracién del blanco
c) Permeabilidad
cambios en las proteinas
de memebrana externa

a) Metilacion del RNA
ribosomal 23S

b) Hidrolisis de la
lactona de eritromicina
y oleandomicina
Modificacion del
antibidtico evitando la
union al ribosoma
a)Modificacion del
antibidtico impidiendo
su transporte

b) Modificacion

del RNA 16S de ka
subunidad 30S del
ribosoma
c)Bajo potencial de

Modificacion de
proteinas ribosomales

a)Mutacion sobre DNA
girasa

b)Disminucion de la
permeabilidad

c) Eflujo

Interferencia con el
transporte de la droga,
aumento de flujo

Hidrdlisis Enzimatica

ARN Metilasas,
Esterasas, Hidrolasas,
Transferasas,
Fosforilasas

Cloranfenicol-acetil
transferasa (CAT)

Acetilacion,
Fosofrilacion,
Adenilacion

Proteinas S12 de la
subunidad 30s
ribosomal

DNA girasa modificada
mutacion NalB NorA

Bombas eflujo y
Proteccion ribosmal

a) Plasmido y cromosoma
b)cromosoma
c)cromosoma

a) Plasmido y cromosoma
b) Plasmido

Plasmido

a) Plasmido y cromosoma
b) Plasmido
c)Cromosoma

Cromosoma

a) Cromosoma
b) Cromosoma
c) Cromosoma

Plasmido

(Informacién tomada de Fuch et al.1994; Organizacion Panamericana de la Salud, 2004,
Rodriguez, 2012).

Dependiendo del grupo de antibiético y la especie bacteriana se pueden agrupar
en cuatro grupos de resistencia fundamentales:

Modificacion directa de antibioticos: ésta basada en la inactivacion del antibiotico:
las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del
antibiotico haciendo que éste pierda su funcionalidad (Fig.1).

Por hidrolisis: la modificacion de antibioticos por enzimas es el mecanismo
mayormente utilizado por las bacterias, siendo importante desde el inicio del uso
de antibioticos. Existe un gran nUmero de enzimas descritas con este mecanismo
que son utilizadas para diferentes clases de antibidticos, incluyendo las B-
lactamasas; B-lactamasas de espectro extendido (ESBLs, por sus siglas en inglés);
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carbapenemasas incluyendo imipenemasas, oxalinasa y enzimas NDM en bacterias
Gram-negativas como E. coli y P. areuginosa (Fig. 1b).

Inactivacion de antibidticos por transferencia de un grupo quimico: Es la adicion
de un grupo quimico a sitios vulnerables del antibidtico por medio de enzimas
bacterianas, evitando que el antibiético llegue a su sitio blanco. Entre los grupos
descritos se encuentran fosfato, aciles, ribitol y nucleotidil (Ver Fig. 1c) (Tafur et
al. 2008; Walsh, 2000; Sussman et al.2009; Blair et al. 2015).

Inactivacion por hidrolisis
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Figura 1. Mecanismos de resistencia por modificacion de antibiéticos: a) Bacteria susceptible a
un antibidtico; b) Inactivacion por hidrolisis: adquisicion y produccion de enzimas que destruyen a
los antibidticos (por ejemplo, ESBLs); c¢) Transferencia de grupos quimicos al antibiotico:
produccion de enzimas que afadiran grupos quimicos al antibidtico que modificara su estructura.
(Imagen modificada de Blair et al. 2015)
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Expulsion de antibiético:

Presencia de bombas eflujo: Es debido a la presencia de proteinas
especializadas de membrana. Por ejemplo, las que alteran la producciéon de
energia para disminuir no solamente la entrada del antibiotico, si no que a su
vez las bacterias reducen la concentracion del antibiotico y se promueve la
extraccion activa del mismo. Operan tomando el antibiotico del espacio
periplasmatico y expulsandolo al exterior, evitando que llegue a su sitio de
accion. Algunas bombas efflux transportan solo un antibiotico, pero existen
otras que su espectro es muy amplio y pueden exportar una gran gama de
antibidticos. Estas son conocidas como bombas eflujo multirresistentes (MDR
por sus siglas en inglés). Este mecanismo es el mayor contribuyente a la
resistencia intrinseca en bacterias Gram- negativas (Ver Fig. 2) (Sussman et
al.2009; Garza-Ramos et al.2009; Tafur et al. 2008; Blair et al. 2015).

Figura 2. Mecanismo de resistencia
mediadas por bombas efflux. En la imagen se
muestra la entrada del antibiotico a través de
una porina, sin llegar a su sitio blanco, debido
a la eficiente expulsion al espacio
extracelular por una bomba eflujo.

Bomba eflujo

Modificacion y proteccion del sitio blanco:

Modificacidn del sitio blanco: la base de accion de todos los antibioticos es la
alta afinidad por su sustrato. En respuesta a esto, las bacterias han
desarrollado uno de los mecanismos mas exitosos de resistencia bacteriana, o
cual se enfoca en la evasion de la accion de los antibidticos por modificacion
del blanco molecular. Dicho mecanismo, a menudo genera mutaciones
puntuales en genes seleccionados, resultando en el desarrollo de cambio de
blancos moleculares, sin generar cambios radicales en el microorganismo
(Fig.3). Este mecanismo es, principalmente, utilizado por bacterias Gram- p.
positivas, las cuales generan cambios estructurales en los sitios de accion de ==




los antibidticos B-lactamicos a nivel de las proteinas que se unen a la penicilina
(Ver Fig. 3b) (Garza-Ramos et al.2009; Tafur et al. 2008; Paniagua, et al.2003;
Blair et al. 2015).

Madificacion de enzimas y proteinas para evadir la accion de los antibidticos:
este mecanismo consiste en la repromagramacion del sitio blanco o la
modificacion del objetivo mediante la adicion de un grupo quimico. También
puede prevenir la union de antibidticos sin alterar la secuencia de la proteina
primaria del blanco, conservando su actividad y, ademas de ser eficaz no
requiere cambios mutacionales en los genes que codifican para las moléculas
blanco. En el caso de S. aureus, la cual presenta afinidad menor por los
antibioticos beta-lactamicos; PBP2’ es la base genética para el desarrollo del
fenotipo Meticilina resistente (MRSA), ampliamente diseminado y de
preocupacion clinica (Ver Fig. 3c) (Deresinski, 2005; Paniagua et al.2003; Blair
et al. 2015).

Maodificacion del sitio blanco
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Figura 3. Mecanismos de resistencia bacteriana por modificacion o proteccion del sitio blanco:
a) Bacteria susceptible a un antibidtico; b) Modificacion del sitio banco: producto de una mutacion
o recombinacion de un gen; c) Proteccion del sitio blanco: la modificacién del blanco es por adicion
de un grupo quimico, que también puede prevenir la union de antibioticos sin alterar la secuencia
de proteina primaria del blanco conservando su actividad. (Imagen modificada de Blair et al. 2015).
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Estos microorganismos con multiresistencia generalmente estan implicados en
infecciones graves, por lo que actualmente suponen un gran problema de salud
publica mundial. Este aumento de resistencias antimicrobianas, aunado al poco
desarrollo de nuevos antibidticos, hace que cada vez se disponga de menos
opciones terapéuticas para el tratamiento de dichas enfermedades infecciosas
(Farinas y Martinez-Martinez, 2013); lo que trae como consecuencia una amenaza
a la prevencion y el tratamiento eficaz hacia una gran gama de infecciones
causadas por bacterias, parasitos, virus y hongos (Wold Health Organization, 2014).

Una realidad es que la mayoria de los antibidticos usados en la medicina humana
son derivados de microorganismos que producen esta clase de farmacos que son
utilizados en contra de otras especies de microorganismos de su entorno natural.
Este proceso natural favorece al desarrollo de resistencia en especies nativas, la
cual es susceptible a movilizarse o transferirse a patogenos humanos. Ademas del
uso constante de farmacos antibacterianos y el uso indiscriminado e irracional, ha
ido incrementando el fendomeno de resistencia, esto sin mencionar la presion
evolutiva ejercida por el uso terapéutico, lo que convierte a esta situacion en un
problema de salud a nivel mundial. Tal parece que el descubrimiento de nuevos
antibidticos resuelve el problema, sin embargo, la constante aparicion de nuevos
mecanismos de resistencia, incluyendo a los antibidticos recientemente
autorizados, como es el caso de deptomicina que tuvo resistencia antes de su
primer uso clinico, dificulta el control total de estas infecciones bacterianas.

2.4 Péptidos antimicrobianos

La inmunidad innata y la inmunidad adquirida son elementos esenciales de los
diversos mecanismos de defensa que muchos organismos han desarrollado, para
lograr sobrevivir en presencia de microorganismos potencialmente patogenos. Uno
de los elementos de la inmunidad innata que tiene un papel crucial para combatir
las infecciones, son los péptidos antimicrobianos (PAM), su amplia distribucion
tanto en animales y vegetales sugiere que los péptidos antimicrobianos han
cumplido un papel fundamental en la exitosa evolucion de los organismos
multicelulares complejos dada su presencia en organismos primitivos y se han
logrado conservar hasta en los mamiferos donde, curiosamente, han sido de los
ultimos en descubrirse(Montano-Pérez y Vargas-Albores, 2002;Zasloff, 2002). Estas
proteinas son de bajo peso molecular, por lo general, estan compuestas de 10-50
residuos de aminoacidos, son moléculas cationicas con regiones hidrofébicas y se
disponen en diferentes grupos dependiendo de la composicion de aminoacidos,
tamano y conformacion. El papel principal de los péptidos antimicrobianos es la ==
lisis directa de microorganismos; sin embargo, a la fecha también se han descrito w




propiedades quimiotacticas, que le permiten modular el sistema inmune y de esta
forma constituir un puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa
(Rivas-Santiago et al. 2006; Sierra et al. 2017; Gonzalez et al. 2017).

2.4.1 Mecanismos de accion de los PAM

En general, los mecanismos de accion de los PAM comprenden tres pasos: el
primero es la interaccion entre el péptido antimicrobiano (cationico) y la
membrana anidnica de un microorganismo, la cual se lleva a cabo por la atraccion
electrostatica, la cual puede ser inhibida por grandes concentraciones de sal en la
solucion en la que se lleve a cabo esta interaccion; el segundo paso es la
permeabilizacion de la membrana. Este mecanismo se da por la formacion de poros
en la membrana debido a la incorporacion de los péptidos y su organizacion en
poros. Al final se lleva a cabo la lisis celular por choque osmoético.

Para explicar este mecanismo de accion de los PAM se han propuesto diversos
modelos:

Modelo de tapon de barrel-steve:
En este modelo los péptidos forman un poro en la membrana con un lumen
central que semeja a un tapéon compuesto por péptidos helicoidales. Las
regiones hidrofobicas del péptido se alinean con la region lipidica central
de la membrana y la region hidrofilica del péptido forma la region interior
del poro (Bechinger y Gorr,2016).

Modelo poro toroidal:

Los péptidos se unen a la membrana al alcanzar una concentracion limite
que hace que los lipidos se doblen formando un canal delimitado por la
cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos que, a diferencia del
anterior, forma un canal mixto del péptido con los lipidos de la membrana.
Este tipo de mecanismo se ha encontrado en péptidos como magainina y
mellitina (Bechinger y Gorr, 2016; Midura-Nowaczeck y Markowska, 2014).

Modelo agregado:

En este mecanismo, los péptidos no se insertan en la membrana, sino que
permanecen asociados con la cara externa vy, al alcanzar una concentracion
critica, forman una especie de alfombra capaz de debilitar la membrana y
causar su colapso en una configuracion de micelio; eventualmente, se
produce la muerte celular por pérdida del citoplasma. Este tipo de
mecanismos se ha encontrado en péptidos como latarcin Ltc2a, derivado del
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veneno de la arana Lachesana tarabaevi (Midura-Nowaczeck y Markowska,
2014).

Mecanismo de carpeta:

En este modelo, similar a la funcion de los detergentes, el péptido se une a
la membranay, a una concentracion suficiente, se reorienta, lo que permite
la formacion de estructuras parecidas a los micelios que se extienden en la
bicapa en un complejo péptido lipidico. Estos agregados aleatorios
transmembrana de lipido péptido y agua, forman un canal por el cual se
liberan iones, causando la muerte celular por pérdida del contenido
citoplasmatico, o pueden desintegrarse espontaneamente, lo que lleva a la
translocacion de los péptidos hacia el citoplasma donde pueden afectar
blancos de accion interna (Téllez y Catano, 2010; Castaneda-Casimiro et al.
2009; Haney et al.2016; Sierra et al. 2017; Bechinger y Gorr,2016; Midura-
Nowaczeck y Markowska, 2014).

2.5 Proteinas con actividad antimicrobiana

La mayoria de los organismos multicelulares estan expuestos a la presencia de
microorganismos patogenos, por lo que su sistema inmune como respuesta, genera
una gran cantidad de moléculas de defensa, entre las que podemos encontrar
numerosas proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana. La produccion, ya
sea de forma constitutiva o inducida, de proteinas y péptidos antimicrobianos
(PAMs), actlian contra la invasion de numerosos patogenos (Padhi et al. 2014). En
la actualidad han incrementado los reportes de PAMs a través de la bisqueda de
secuencia de posibles fragmentos antimicrobianos de proteinas grandes. Hasta el
momento se ha demostrado que actividad antimicrobiana directa de estas
proteinas las convierten en generadores potenciales de fragmentos activos de los
cuales deriven PAMs. Por lo anterior es que esta clase de moléculas se han
considerado como nuevas alternativas de tratamiento para combatir infecciones
bacterianas.

Existe una amplia gama de proteinas con la misma eficacia que los péptidos
antimicrobianos, esta clase de moléculas en su mayoria aisladas de vertebrados,
con pesos que oscilan entre los 10-80 kDa, su actividad es de amplio espectro con
MICs que van desde los 0.0095-50 uM, como las serprocidinas (37 kDa) (Padhi et al.
2014), lactoferrinas (80 kDa) (Arnold et al. 1980; Levay and Viljoen 1995; Newman
et al. 2017), catepsinas (23 a 42 kDa) (Padhi et al. 2014; Shafer et al. 1986),
lisozimas, fosfolipasas (14 y 18 kDa) (Smith y Dyrynda, 2015; Mukherjee y Hooper,
2015) por mencionar algunas. De las pocas proteinas antimicrobianas reportadas
en invertebrados, las crustinas son una amplia familia de proteinas ricas en
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cisteinas, aisladas de crustaceos, con pesos moleculares que van desde los 7 hasta
los 14 kDa, la actividad de esta familia es de amplio espectro con CMIs de 1.6 a 50
UM (Relf et al. 1999).

Un grupo potencial para generar derivados de proteinas con la actividad
antimicrobiana, y que ha tomado relevancia en la investigacion son las histonas y
sus derivados, estas proteinas se han descrito en numerosos organismos, las
actividades de estas proteinas tienen amplio espectro de actividad frente a
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas con CMlI de 1.5-5 y 0.5-1.0 pM
respectivamente (Smith and Dyrynda, 2015).

Las histonas son mejor conocidas, como componentes principales del nucleosoma
en células eucariotas, que contribuyen a la regulacion de la trascripcion de genes.
Estas se clasifican en dos grupos: histonas ricas en Lys (H1, H2 y H3) e histonas
ricas en Arg (H3 y H4). Estos cinco subtipos de histonas también se clasifican como
histona “linker” o enlazadora (H1) e histonas nucleosomales (H2A, H2B, H3 y H4).
Estudios recientes mostraron que estas proteinas estan presentes, no sélo dentro
del nucleo, sino también en las mitocondrias, granulos citosoliticos y en la
superficie celular y ademas muestran distintas actividades biologicas. Estas
histonas “extracelulares” se sabe que participan en diferentes roles fisiologicos;
en particular, existe una creciente evidencia de actividad antimicrobiana de
amplio espectro, principalmente de histonas y sus fragmentos en ostras,
camarones, peces, anfibios e incluso mamiferos (Pavia et al. 2012; Tagai et al.
2011).

Las propiedades antimicrobianas de las histonas fueron reportadas, por primera
vez, en 1942 donde se observo que las histonas de timo de ternera ejercen
actividad bactericida frente a bacterias Gram- positivas y Gram- negativas (Miller
et al., 1942). En 1958 se demostro actividad antimicrobiana en histonas ricas en
argininas (H3 y H4), contra E. coli, S. albus, K. neumoniae, S.flexneri, S.
enteritidis, P. aeruginosa, por mencionar algunas, manteniendo diferentes pH y
concentraciones salinas (Hirsh, 1958). Muchos péptidos con actividad
antimicrobiana son derivados de la digestion proteolitica de histonas intactas, en
este grupo se incluye a los péptidos buforin |y Il, originalmente aislado del anfibio
Bufo bufo gargarizans, presentan actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram-positivas y Gram- negativas con una CMI de 4pg/ul. Ademas, se demostro
que estos PAM no inducen a lisis, si no que atraviesan la membrana de la célula
bacteriana inhibiendo las funciones de esta, a diferencia de la magainina Il la cual
induce a la formacion de poros de 2-3 nm de diametro (Cho et al. 2002; Park et pa
al. 1998; Cho et al. 2009; Imura et al. 2008). De acuerdo con las observaciones Q)




realizadas por Lee y colaboradores (2009). La histona H4, presente en la glandula
sebacea humana puede contribuir a la respuesta inmune innata en la piel, que
actla en defensa contra infecciones bacterianas; la histona H4 presente en estas
células tiene actividad antimicrobiana contra S. aureus y P. acnés, con una CMI de
25 pg/pl. Tras una lesion en la mucosas epitelial en el bagre (Parasilurus asotus),
se produce Parasin I, la cual surge de la digestion proteolitica de H2A con
catepsina D, presente en el citoplasma de las mucosa epitelial; esté péptido
presenta actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos, entre ellos
S.aureus, con una CMI de 2pg/pl; lo que lo hace 25 veces mas potente que la
magainina Il del cual su CMI es de 50 pg/ul (Cho et al. 2002; Park et al. 1998).

El mecanismo de accion de las histonas al parecer involucra mecanismos que
facilita el contacto directo de las histonas con los patégenos, como son la
liberacion de trampas extracelulares que causan apoptosis celular o bien estas
pueden ser liberadas al medio exterior (encapsuladas en gotas de lipidos) y con
ayuda de proteasas digerirse y los péptidos resultantes pueden ejercer su accion
(Nicapitaya et al. 2013). Se ha propuesto que las histonas antimicrobianas han
evolucionado del sistema de defensa innato que actla contra microorganismos
patogenos, que pudieron haber sido cooptadas de la estructura de estas
abundantes proteinas componentes de la cromatina de organismos eucariotas
(Smith et al. 2010; Nicapitaya et al. 2013).

Como consecuencia de la resistencia bacteriana, en los Gltimos anos la
investigacion farmacologica se ha encaminado hacia la obtencién de agentes
antimicrobianos con propiedades o mecanismos de accion diferentes a los
convencionales, entre los cuales podemos encontrar péptidos y proteinas
antimicrobianas, provenientes de diversas fuentes, como venenos animales.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

3.1 Scolopendra polymorpha

En México se han documentado cerca de 180 especies de ciempiés dentro de cuatro
ordenes y 17 familias (Cupul-Magana, 2013). Los ciempiés o quilépodos son
artrépodos terrestres, tipicamente solitarios y de ellos se conocen cerca de 3110
especies a nivel mundial.

Scolopendra polymorpha, también conocido como ciempiés de desierto, varia 10 -
18 cm de largo; habita en pastizales secos, bosques y desiertos; en estos habitats
los ciempiés generalmente residen debajo de las piedras, a pesar de que se han
observado la creacion de madrigueras en ambientes adecuados y dentro de troncos
podridos. Los segmentos del cuerpo tienen una linea lateral, y por esta razon
también se conoce como el ciempiés tigre o ciempiés tigre-raya y sus antenas
tienen 7 o mas segmentos lisos (Ver Fig. 4) (Cupul-Magana, 2014).

Figura 4. Scolopendra polymorpha: ejemplares colectados en el sur de estado de Morelos.

Existen pocos reportes acerca de Scolopendras y su efecto de la mordedura de
estos; sin embargo, desde el punto de vista epidemiolégico las reacciones
dependeran de la especie de Scolopendra y varian segun el paciente (Mohri et al.
1991; Yildiz et al. 2006). La intoxicacion en el hombre se manifiesta,
habitualmente, por fuerte dolor en el area afectada, entumecimiento,
enrojecimiento, descamacion, hinchazon, dolor de cabeza, palpitaciones,
ansiedad, nausea, prurito, entre otros y los registros de fatalidades son muy
escasos. Sin embargo, se ha documentado que los ciempiés, ademas de ser parte
importante de la fauna del suelo y de la dieta de aves y mamiferos terrestres,
también estan presentes en el ambito cultural. Por ejemplo, en localidades de
Corea son utilizados para aliviar problemas relacionados con golpes, convulsiones
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tétanos, linfagitis, hinchazon, carbunco, neoplasma, alopecia areata y mordidas
causadas por viboras (Pemberton, 1999). En México, en la localidad de
Tlacuilotepec, Puebla, el potencial toxico de los ciempiés del género Scolopendra
es de importancia etnobiologica, ya que se prepara un antidoto, para todo tipo de
animal ponzonoso, en el que el ciempiés vivo es introducido en alcohol (Cupul-
Magana, 2007). Es por ello que es posible considerarlo una fuente potencial de
compuestos bioactivos entre ellos péptidos antimicrobianos.

3.2 5PC13

SPC13, es un péptido antimicrobiano aislado del veneno de Scolopendra
polymorpha, el cual presenta actividad antimicrobiana frente a S. aureus (CMI 45
pg/ml), esté péptido tiene un peso molecular de 13kDa, y el 48% de su secuencia
presenta un 98% de homologia con la histona H3 de S. viridis (GenkBank:
DQ222181.1); también se observa que los aminoacidos mas numerosos presentes
en SPC13 son lisina, arginina y leucina (Ver Fig. 5). Cabe mencionar que este
patron es constante en los reportes de histonas o péptidos derivados de histonas
con actividad antimicrobiana, en cuyas secuencias existe gran numero de
aminoacidos cargados positivamente, como arginina y lisina, aminoacidos
conservados en muchas Histonas H3 y H4 (Hirsh, 1958; Lee et al.2009). Por ello se
puede pensar que el péptido SPC13 corresponde a una Histona H3 con actividad
antimicrobiana. Las histonas tienen un peso entre los 11 y 20 kDa (Smith et
al.2010), que concuerda con el peso de péptido SPC13; este péptido se puede
considerar como un antimicrobiano potente, como la mayoria de las histonas o
derivados de histonas con actividad antimicrobiana, de las cuales sus CMI son
menores a 10ug/pl. Hasta el momento SPC13 es el péptido antimicrobiano, de
mayor peso molecular, reportado dentro del género Scolopendromorpha; de
acuerdo con las caracteristicas en su secuencia podria ser considerado como el
primer reporte de una histona con actividad antimicrobiana dentro de la especie
S. polymorpha y de la clase Chilopoda (Rodriguez-Alejandro, 2014).

61



HISTONAH3
B 10 20 30 40 50 60

RKSTGGKAPR KQLATKAARK SAPATGGVKK rHRYRPGTVA LREIXRYQKS TELLIRKLPF
APATGGVKK PHRYRPGTVA LR YQKS TELLIRKLPF

SPC13

70 80 90 100
QRLVREIAQD FKTDLRFQSS AVMALQEASE AYLVGLFEDT NLCAIHAKR
I IIRIRTSTRIRTRANSS 1 151NN
QRLVREIAQD FKTDLR

Figura 5. Secuencias parciales de SPC13: En color negro se muestra la secuencia de la Histona H3
correspondiente a Scolopendra viridis de un total de 109 aminoacidos con un PM de 12kDa, en azul
y morado se muestran las secuencias obtenida del péptido SPC13, los cuales mostraron un 48% de

cobertura de la histona H3.
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4. JUSTIFICACION

Una terapia antimicrobiana adecuada puede ser la diferencia entre la curacién o
recaida de un paciente, sin embargo, el uso excesivo e inadecuado de los
antibioticos ha impulsado la expansion incesante de microorganismos resistentes.
Esta situacion ha orillado a la industria farmacéutica a ver casi agotada su
capacidad de introducir nuevos farmacos antimicrobianos (World Health
Oraganization,2018). Por lo anterior, en los Ultimos anos las investigaciones se han
enfocado a la bUsqueda de péptidos antimicrobianos, provenientes de diversas
fuentes como: venenos animales y tejidos de plantas o animales (Rodriguez-
Alejandro, 2014). Recientemente se han descrito péptidos derivados de diversas
proteinas, entre ellas histonas, que ademas de mantener su actividad
antimicrobiana, disminuyen notablemente su porcentaje de hemodlisis,
convirtiéndolo en una opcion terapéutica (Padhi et al. 2014; Tagai et al. 2011;
Pavia et al. 2012; Sierra et al. 2017). De ahi la importancia de caracterizar al
menos un péptido derivado de SPC13, que conserve la actividad antimicrobiana y
disminuya su actividad hemolitica que pueda ser utilizado como alternativa de
tratamiento. Sin embargo, la cantidad de veneno de S. polymorpha como el resto
del género Scolopendromorpha es limitada y el tiempo de regeneracion es
prologado, por lo que, en este trabajo se realizd la sintesis quimica de los
fragmentos derivados de la digestion de SPC13 con actividad antimicrobiana para
su caracterizacion.

5. HIPOTESIS

Existe un numero considerable de péptidos antimicrobianos que son producto de
la digestion de proteinas con actividad antimicrobiana, que ademas de conservar
esta actividad, reducen considerablemente el porcentaje de hemolisis. Por lo
que se espera que al menos uno de los péptidos derivados de la digestion de
SPC13, presente actividad antimicrobiana frente a diferentes microorganismos y
disminuya su actividad hemolitica.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar las actividades antimicrobiana y hemolitica de SPC13 y los derivados de su
digestion frente a diferentes microorganismos patogenos.
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6.1 Objetivos particulares

v' Determinar la actividad antimicrobiana de SPC13 frente a diferentes cepas
bacterianas.

v’ Caracterizar quimica y funcionalmente a los péptidos producto de la
digestion triptica de SPC13

7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 6 se muestra la estrategia experimental, que fue utilizada para cumplir
con los objetivos establecidos en este proyecto.

Obtencion de veneno

Purificacion de SPC13 (Electroelucion)

1° Objetivo 2° Objetivo

Digestion de SPC13 con tripsina ‘

— S. aureus I

Pruebas de actividad
antimicrobiana por el Secuenciacion de los
fragmentos con actividad

método de difusion en agar

frente a bacterias Gram (-) Pruebas de actividad
antimicrobiana Sintesis quimica de
fragmentos con actividad
. antimicrobiana
Determinar CMI | G()yG+)

‘ Determinar CMI

‘ Pruebas de Toxicidad ‘
Figura 6. Estrategia experimental: CMI: |
Concentracién minima inhibitoria; G(-): Bacterias
Gram- negativas; G(+): Bacterias Gram-positivas.

Analisis estadistico

(44




8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Obtencion del veneno

Para realizar la ordefa, los ciempiés fueron adormecidos colocandolos en un
contendor a 4 °C durante 5 minutos, finalmente el veneno se colectd con la ayuda
de una punta para micropipeta, que se colocé en un tubo eppendorf con 20 pl de
agua bidestilada. Posteriormente se realizd la cuantificacion de la proteina total
por el método de Lowry y finalmente se liofilizé y almaceno a 4°C hasta su uso.

8.2 Purificacion de SPC13

Para la purificacion del péptido se realizé un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al
20% donde se coloco veneno total (~800 pg) repartido en diez pozos. Finalizada la
electroforesis, se tind un carril con azul de comassie, este carril fue utilizado como
patron para cortar la banda de 13 kDa (SPC13) en el resto del gel no tefido.
Posteriormente los cortes del gel se depositaron en membranas Spectrum (MWCO:
8000 Da) y se colocaron en una camara de electroelucion en un buffer de 50 mM
Tris-HCl pH 6.8 pasando corriente a 75 volts, por 2 h a 4°C. A continuacion, se
dializo contra 2 It de H20-MiliQ por 2 h a 4°C en agitacion constante, con cambios
cada 30 min. Finalmente, el péptido fue liofilizado y almacenado para las pruebas
de actividad antimicrobiana (Rodriguez-Alejandro, 2014).

8.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de SPC13 por el método de
difusion en agar

La actividad antimicrobiana se determino utilizando una cepa Gram- positiva como
control positivo (S. aureus ATCC 29213) y dos Gram-negativas (E.coli ATCC 25922
y P. aeruginosa ATCC 27853). Las tres cepas se cultivaron en medio Luria Bertani
(LB) a 37°C durante 16 horas, los pre-inéculos se dejaron crecer hasta alcanzar
una concentracion de 1 a 2 x 108 UFC/ml (escala de McFarlland) correspondiente
a una densidad o6ptica de 0.070-0.13 (A 600 nm) (Normas CLSI, 2017).
Posteriormente, los indculos se estriaron, con ayuda de un hisopo estéril, sobre
cajas Petri con medio agar Miieller-Hinton (MH). Una vez sembrados, al inoculo se
colocaron alicuotas a diferentes concentraciones de SPC13 y se incubaron durante
16 horas a 37°C. Detectando el efecto antimicrobiano por el halo de inhibicion
formado en el lugar donde se colocaron las muestras.
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8.4 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de SPC13 y
los péptidos derivados de SPC13

La determinacion de la MIC se realizo mediante el método de microdilucion; las
cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo en presencia (control positivo) y
ausencia (control negativo) de ampicilina, asi como de SPC13 y sus péptidos
derivados, los cuales se anadieron a un inoculo de bacterias en medio liquido (hasta
igualar la escala de Mc Farlland 1 x 108 = 0.070- 0.080 nm). El seguimiento de las
cinéticas se realizd midiendo el cambio de absorbancia (595 nm) respecto al
tiempo de incubacion de los indéculos de bacterias en medio liquido (Normas
CLSI,2017). Cabe mencionar que esta misma prueba se realizé con los péptidos
sintéticos, cuya secuencia se baso en la secuencia de los productos de la digestion
de SPC13. Con la finalidad de conocer si la actividad de SPC13 y sus derivados
tienen actividad bactericida o bacteriostatica, al final de cada cinética se tomaron
10 pl del pozo y se inoculd en cajas de agar MH por 18 h a 37°C.

8.5 Digestion de SPC13

Para la obtencion de los péptidos derivados de SP13 se llevd a cabo una digestion
triptica de acuerdo con Kinter y Sherman (2000). Una vez purificado SPC13, en el
dia 1: 1) se resuspendio en 100 pl de urea 6M/Tris-HCl 50 Mm, pH 7.8 y se sonico
por 2 min. 2) la muestra se redujo por la adicion de 5ul de DTT 200 mM/Tris-HCl
50 Mm, pH 7.8, incubando por 1hr a temperatura ambiente; 3) la alquilacion se
llevé a cabo afadiendo 20 pl de iodoacetamida 200 mM/Tris-HCL 50 Mm, pH 7.8,
incubando la muestra por thr, a temperatura ambiente; 4) posteriormente se
agregaron 20 pl de agente reductor (DTT 200 mM/Tris-HCl 50 mM, pH 7.8)
incubando a temperatura ambiente por 1 hr; 5). Se redujo la concentracion de
urea por la adicion de 775 pl de H20 MiliQ; 6) la digestion se llevo a cabo agregando
tripsina grado secuencia (Trypsin, Modified Sequencing Grade, Roche) a una
concentracion de 0.2 pg/pl (en proporcion 1:50 del total de la proteina) y se incubo
a 37°C overnight. Dia 2: 7) La reaccion se detuvo sumergiendo el tubo con la
muestra en nitrogeno liquido e inmediatamente se llevo a sequedad para purificar
los productos de la digestion por RP-HPLC (Kinter and Sherman, 2000).
Posteriormente se liofilizaron y almacenaron a -4° C, hasta su purificacion.

8.6 Purificacion por RP-HPLC de los péptidos tripticos

La purificacion se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por
sus siglas en inglés) en un cromatadgrafo Agilent 1100, en una columna C18 analitica
de fase reversa (RP) (Vydac 218TP54). La columna se equilibré6 con acido N
trifluroacético (TFA) 0.12% en una hora, la muestra se eluyd por 60 min, usando -




un gradiente lineal de 0% de buffer A (TFA 0.12% en agua) a 60% de buffer B (TFA
0.1% en acetonitrilo) con un flujo de 1 ml/min. Las fracciones se colectaron
manualmente por monitoreo de absorbancia a 230 nm.

8.7 Determinacion de secuencia de aminoacidos

La determinacion de secuencia de aminoacidos se realizd por el método de
degradacion de fuch (Edman,1967), con ayuda de un secuenciador automatico. Es
importante mencionar que este paso se realizé en Proteomics Discovery Platform
IRCM (Institut de Recherches Cliniques de Montreal).

8.8 Sintesis y purificacion de péptidos derivados de SPC13

Se realizo la sintesis quimica de los péptidos derivados en fase solida utilizando la
metodologia de Fmoc en un sintetizador Automated Microwave Peptide Synthesizer
Biotage® Initiator+ Alstra™ (Merrifield., 1963). Utilizando las resinas Fmoc-Arg
(Pbf)-Wang, Fmoc-Lys(Boc)-Wang y Rink Amide MBHA (100-200 mesh). El clivaje y
desproteccion de los péptidos se llevo usando: TFA, Tioanisol, 1-2 Etanodiol y
anisol (V/V 90:5:3:2) para los péptidos que en su secuencia contienen Met; para el
resto de los péptidos se utilizé una solucion de TFA, H20-MiliQ y triisopropilsilano
(TIS) (V/V 95: 2.5:2.5). La resina se removio por filtracion y los péptidos
desprotegidos en solucion fueron precipitados con éter frio. Los péptidos crudos
se resuspendieron en Buffer B (10% ACTN) para ser purificados por RP-HPLC
utilizando una columna analitica C12, en un gradiente lineal de 10 a 50% de B en
30 min.

8.9 Pruebas de actividad antimicrobiana por ensayos de microdilucion

Para un analisis mas detallado de la actividad antimicrobiana se realizaron
cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano por el método de microdilucion
de acuerdo con lo establecido en el manual M100 (Normas CLSI, 2017); se
prepararon diferentes concentraciones de los péptidos SPC13-5 COO- y SPC13-DIC;
posteriormente fueron anadidos a un inoculo de S. aureus (ATTC 29213) en medio
liquido a una concentracion 1 x 108 seglin la escala de Mc Farlland (0.070- 0.080
nm). El seguimiento de las cinéticas de inhibicion se realizé en placas de 96 pozos,
midiendo el cambio de absorbancia (595 nm) cada dos horas, respecto al tiempo
de incubacion de los indculos de bacterias en medio liquido en presencia de H;0-
MiliQ (Control Negativo), Ampicilina a una concentracion de 1upg/pl (Control
Positivo) y SPC13-5 COO- (58.1y 116.2uM), ademas de SPC13-DIC (144.1uM).
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8.10 Actividad hemolitica

Este ensayo se determin6 por medio de la actividad hemolitica del péptido
mediante la incubacion de suspensiones celulares de eritrocitos humanos (EH),
proveniente de un donador sano con tipo de sangre O RH+. Los eritrocitos se
lavaron intensivamente en buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) (10 Mm,
pH 7.2) y posteriormente fueron centrifugados durante 10 min a 2500 rpm, entre
cada lavado, hasta que la absorbancia del sobrenadante fuera préxima a la solucion
de lavado. Los eritrocitos se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min en
presencia de Triton X-100 al 10% y H20 bidestilada (controles positivos), buffer PBS
(control negativo) y los péptidos derivados de SPC13. Posteriormente se centrifugd
a 2500 rpm durante 10 minutos y se tomo el sobrenadante. Se midio la absorbancia
del sobrenadante a una longitud de onda de A 415 nm. El porcentaje de hemolisis
se determiné6 de acuerdo con la férmuhaém_ 5o

CN

%H= ———_ 100
DO, - DOy
DO,,- DO
%Hz ———_ % 100
DO¢p- DOy

8.11 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando la plataforma estadistica GraphPad Prism (Prism
5.0 para Windows, GraphPad Software 2016 Inc., La Jolla, CA) bajo ANOVA de una
cola y la prueba t-Student (p <0.05). Todos los datos se expresaron como media de
tres experimentos independientes y error estandar (X+ SEM).
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9. RESULTADOS
9.1 Purificacion de SPC13

En la imagen 7a se muestra la ubicacion de SPC13, la cual tuvo un rendimiento del
6.8% aproximadamente con respecto al total de las proteinas presentes en el
veneno total (por cada ~4.5 mg de veneno se purifico + 0.306 mg de SPC13). En la
figura 7b se muestra el perfil electroforético de acrilamida SDS-PAGE al 16% de
SPC13 en condiciones desnaturalizantes (en 10 minutos de ebullicion a 95°C
adicionando 0.05% mercaptoetanol-2). En la imagen se puede observar que SPC13
es una sola cadena de aminoacidos.

a) b) S$pPci3 PM
198 kDa
103 kDa

58 kDa

41 kDa

27 kDa )
.~ 15 kDa

20 kDa

15 kDa SPC13

6 kDa

Figura 7. Perfil electroforético de veneno total de S.polymorpha y ubicacion de SPC13: a)
Electroforesis de Acrilamida SDS-PAGE al 16% de veneno total tenido con azul de Comassie: la flecha
indica la ubicacion de SPC13; b) Electroforesis de Tricina SDS-PAGE al 16% en condiciones
desnaturalizantes de SPC13, este gel fue tefido con plata.

9.2 Determinacion de actividad antimicrobiana de SPC13 por el método de
difusion en agar

En la tabla 3 se presentan los diametros de los halos de inhibicion de SPC13 frente
a las tres cepas utilizadas en este proyecto. De las dos concentraciones utilizadas
para S. aureus y P. aeruginosa (1.6 'y 3.0 pg/ml), la cepa Gram-positiva resulto ser
mas susceptible en ambas concentraciones de SPC13 (Ver Fig. 8a), mientras que
frente P.aeruginosa SPC13 realizo halos de menor diametro (Ver Fig. 8b), sin
embrago y de acuerdo con la prueba t-Student (p <0.05) no existe diferencia N
significativa con respecto al control positivo (ampicilina 5ug/ml) con ninguna de




las dos cepas. En contraste, SPC13 no fue activo frente a E. coli, en ninguna de las
concentraciones probadas (3.0y 6.6 pg/ml), mostrando diferencia significativa con
respecto al control negativo (Ver Fig. 8c). Es importante mencionar que las
concentraciones utilizadas en este ensayo se establecieron de acuerdo con la
disponibilidad de SPC13.

Tabla 3. Actividad de SPC13 frente a S. aureus, P. aeruginosa y E. coli.

Péptido SPC13 Diametro de los halos de inhibicién de las cepas evaluadas (mm)

pg/ml E. coli P.aeruginosa S. aureus
(ATCC 25922) (ATCC 27853) (ATCC 29213)
1.6 ND 5.0 1 6.1+ 1
3.0 SA 8.7+0.7 10.0 £ 1
6.6 SA ND ND
Ampicilina
5.0 18.3 1 11 +1 81
CN SA SA SA

ND: No Determinado; SA: Sin Actividad; mm: Milimetros; CN: Control negativo (Carril sin muestra procesado
de la misma forma que SPC13); CP: Control Positivo (ampicilina 1ug/pl). Los valores estan dados en la media
+ SEM de 3 experimentos independientes.

Figura 8. Pruebas de inhibicién por el
método de difusion en agar de SPC13: En la
imagen se muestran los halos de inhibicion en
las tres cepas probadas frente a SPC13 a)
S.aureus (1.6 'y 6 ul/ml); b) P. aeruginosa (1.6
y 6 ul/ml); c) E. coli (3 y 6.6 ug/ml). CP:
Control Positivo (ampicilina 1pg/pl), CN:
Control Negativo (procedente de un carril sin
muestra procesado de la misma forma que
SPC13).
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9.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de SPC13

Las cinéticas de crecimiento se realizaron de acuerdo con el punto 8.4. Donde S.
aureus se utilizé como control positivo para la actividad antimicrobiana de de
SPC13 a una concentracion de 3.5 pM (Rodriguez-Alejandro, 2014); para el caso de
P. aeruginosa se usaron tres concentraciones diferentes (14.8, 7.4y 3.7 uM). En
cuanto a E.coli, solo se utilizaron dos concentraciones del péptido (5.8 y 11.9 pM).
Cabe mencionar que las concentraciones de SPC13 utilizadas en este experimento
se adecuaron a la disponibilidad de SPC13. La CMI de P. aeruginosa fue de 14.8 UM,
ya que a esta concentracion inhibié al 100% el crecimiento a las 18 hrs de
crecimiento (Fig. 9a) ademas de que presento diferencia significativa (p<0.05) con
respecto al control negativo al mismo tiempo. La actividad antimicrobiana de
SPC13 es dosis- dependiente para esta cepa debido a que a mayor concentracion
de SPC13 menor crecimiento bacteriano. SPC13 no inhibi6 por completo el
crecimiento de E. coli, se ya que se observd el maximo de inhibicién a una
concentracion 11.9uM (la mas alta usada en este experimento), mostrando
diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los controles negativo y positivo
(Ver tabla 4). Los resultados, al final de la cinética, mostraron que SPC13 tiene
actividad bactericida frente a S. aureus y P. aeruginosa, mientras que para E. coli
tiene actividad bacteriostatica (Ver Fig. 9c).

Tabla 4. CMI de SPC13 frente a S. aureus, P. aeruginosa y E. coli.

Microorganismos MIC
EM pg/ml
SPC13 Ampicilina
E. coli (ATCC 25922) 5.8* 25
P. aeruginosa (ATCC 27853) 14.8 25
S. aureus (ATCC 29213) 3.5 25

* 50% de inhibicion
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Inhibicion (%)

D.O. (595 nm)
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11.9 mM
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CN

P. aeruginosa (ATCC27853)

CN

Ampicilina
14.8 pM SPC13
7.4 pM SPC13
3.7 yM SPC13
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Tiempo (h)

E.coli (ATCC25922)
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Figura 9. Determinacion de MIC de
SPC13: a) Cinética de inhibicion de
P. aeruginosa (ATCC 27853) en
presencia de SPC13 con tres
diferentes concentraciones (14.8,
7.4 y 3.7 pM); b) Cinética de
crecimiento E. coli (ATCC25922) en
presencia de SPC13 con dos
diferentes concentraciones (5.8 y
11.9 pm); c) Curva Dosis-Respuesta
de SPC13 frente a las tres cepas
probadas.

En los tres experimentos se utilizé
como control negativo (CN) un carril
sin muestra procesado de la misma
forma que SPC13) y como control
positivo (CP) (ampicilina 1pg/pl).
Todos los datos se expresaron como
media de tres experimentos
independientes y error estandar (X
SEM).

S.aureus (ATCC 29213)
E.coli (ATCC 25922)

P.aeruginosa (ATCC 27853)
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9.4 Digestion de SPC13

Se digirieron 679.4, 642.2, 136 y 270 ug de SPC13, de forma independiente y para
cada concentracion se ajusto el volumen de reaccion de acuerdo con lo establecido
en el punto 8.5.

9.5 Purificacion por RP-HPLC de péptidos derivados de la digestion triptica de
SPC13

Los derivados de la digestion fueron purificados por RP-HPLC, utilizando una
columna C18, en un gradiente lineal de 0% de buffer A a 60% de buffer B, con un
fuljo de 1ml/min, en un tiempo de elusion de 60 min y se colect6é un total de 44
picos, en la figura 10 solo se muestran las fracciones que mostraron actividad
antimicrobiana, las cuales fueron nombradas M-3, M-18, M-24, M-29, M-37, M39 y
difusion (Ver apartado 9.6). Posteriormente cada una de las fracciones se
liofilizaron y almacenaron a -4°C, hasta su uso para las pruebas de actividad
antimicrobiana y secuenciacion.

M-1
3.5 4
o .| 60%
Norm
2500
2000
E
b B
(3]
]
2 1500 -
1000
* *
<00 4 Py M-30 M-39
o 42.9 53.7
M-29 -
M3 M-18 M-24 402 ?1'367
ST 7.24 28 7.5 * :
Il N\ ] : : . 0%
0 10 20 30 40 50 60

Minutos

Figura 10. Perfil cromatografico representativo de las digestiones de SPC13: Se digirieron 679.4
pg de SPC13, los productos fueron purificados por RP-HPLC, utilizando una columna C18, en un
gradiente lineal de 0% de buffer A (TFA 0.12% en H,0) a 60% de buffer B (TFA en CH;CN), con un
flujo de Tml/min y un tiempo de elusion de 60 min. En la imagen solo se muestran los derivados
que presentaron actividad antimicrobiana. *Derivados de SPC13 con actividad antimicrobiana que
fueron enviados a secuenciar. Este experimento se realizd cuatro veces de forma independiente.

w
=




9.5.1 Controles utilizados para la purificacion de péptidos derivados

Para la purificacion de los productos de la digestion de SPC13 se consideraron dos
controles: SPC13 sin digerir y el buffer de digestion, sin la presencia de péptido.
Ambos controles fueron inyectados de forma independiente en el RP-HPLC
utilizando una columna C18 en un gradiente lineal de 0% de buffer A (TFA 0.12%
en H,0) a 60% de buffer B (TFA en CH3CN). En la figura 11a se puede observar una
fraccion con TR de 3.5, tiempo reportado por Rodriguez-Alejandro (2014), en una
fraccion de VT que presentéd actividad antimicrobiana. En el cromatograma
obtenido del buffer de digestion sin péptido (ver Fig. 11b), se observan dos
fracciones con TR de 11.8 y 12, que son propios del buffer de digestion, los cuales
son utilizados como controles negativos en los ensayos de actividad
antimicrobiana. (Agilent technologies, 2013).
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80 3 T

60 1 )_,,_»""/ =

5 77 ‘/
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Figura 11. Perfil cromatografico de los controles de la digestion de SPC13: a) 121ug de SPC13;
b) Reactivos utilizados en la digestién. Ambas muestras fueron inyectadas, por separado, en RP-
HPLC utilizando una columna C18, un gradiente lineal de 0% de buffer A (TFA 0.12% en H,0) a 60%
de buffer B (TFA en CH3;CN), con un flujo de Tml/min y un tiempo de elusion de 60 min, colectando N
por fracciones.




9.6 Pruebas de actividad antimicrobiana

Las pruebas de actividad antimicrobiana se realizaron por el método de difusion
en agar frente a S. aureus (ATCC 29213). Los derivados tripticos se resuspendieron
en 20ul de H20-MQ, de los cuales se tomaron 5ul para la prueba. En la tabla 5y
figura 12 se muestran los tiempos de retencion (TR) de los productos de digestion
de SPC13, que mostraron actividad antimicrobiana: M-1 (TR: 3.5), M- 3 (TR: 7.2),
M-18 (TR: 13.2), M-24 (TR: 28), M-24 (TR:37.5), M-29 (TR: 40.2), M-30 (TR: 42.9,
M-37 (TR: 51.6) y M-39 (TR: 53.7).

Tabla 5. Tiempos de retencion de los productos de la digestion de SPC13 con actividad
antimicrobiana

No. De

Muestra TR
M-1 3.5
M-3* 7.24
M-18 28
M-24 37.5
M-29 40.2
M-30* 42.9
M-37 51.6
M-39%* 53.7

* TR que se secuenciaron
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Figura 12. Pruebas de actividad antimicrobiana de los productos de digestion triptica de SPC13:
En la imagen se muestran los halos de inhibicion de los productos de la digestion de SPC13 frente
a S. aureus (ATTC 29213). CN: Control Negativo (Buffer de digestion); CP: Control Positivo
(Ampicilina 1pg/pl).

9.7 Secuenciacion de péptidos derivados de la digestion triptica de SPC13

Se realiz6 un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 20% con las muestras que
presentaron actividad antimicrobiana. En el perfil electroforético solamente se
pudieron observar bandas de peso molecular de 6 y 7 kDa en las muestras M-3, M-
30 y M-39 (Fig. 13).
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PM M-1 M-3 M-18  M-24  M-29 M-30 mo37 M- 39

15 kDa
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Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE al 20% de las fracciones con actividad antimicrobiana: En la
imagen se muestran las fracciones que mostraron actividad antimicrobiana. Las flechas senalan las
bandas que se tomaron para secuenciar. a) Banda de 6.8 kDa; b) banda 7.5 kDa; c) 6.5 kDa. Este
gel fue tehido con plata.

La secuenciacion de los productos de la digestion se realizo por degradacion de
Edman en el Institut de Recherches Cliniques de Montreal (IRCM). En la tabla 6 se
presenta cinco secuencias parciales del péptido M-3 (TR: 7.24), los fracmentos

secuenciados corresponden a péptidos anidnicos con pesos moleculares menores a
los 2.2 kDa.

Tabla 6. Péptidos derivados de SPC13

Derivados de Secuencia PM
SPC13 (kDa)
SPC13-3.1 SLWNFFFMTFIGGK 1.7
SPC13-3.2 GSPVDSIDR 0.9
SPC13-3.3 CYHEVNENECGSYKR 1.8
SPC13-3.4 FIDYDWYMQDK 1.5
SPC13-3.5 DKDIVECLNQNDKDYNPK 2.2
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Con las secuencias obtenidas (Tabla 6), se realizé un BLAST donde mostr6 un 100%
de homologia con la fosfolipasa A2 Scol/Pla presente en el veneno de S. viridis Say
(NCBI ID:C1JAR9.1) reportada por Gonzalez y colaboradores en el 2010 (Gonzalez,
2010). Sin embargo, se descarto la homologia a la fosfolipasa A2 Scol/Pla debido a
que en el alineamiento los fragmentos estan dispersos por toda la secuencia de la
fosfolipasa. En paralelo se realizo el alineamiento con las secuencias parciales de
SPC13, reportadas por Rodriguez-Alejandro, asi como la histona H3 reportada en
el veneno de S. viridis (Rodriguez-Alejandro,2014).

También se realizd una blsqueda en cinco bases de datos de péptidos
antimicrobianos (Tabla 7), donde los péptidos SPC13-3.2, SPC13-3.3 y SPC13-3.5,
tuvieron resultados en la base de datos CAMPR3, con homologias de entre 36-54%
con fosfolipasas, B-defensinas y lisozimas reportadas en reptiles y algunos
crustaceos (Tabla 8). Sin embargo, en ninguno de los casos se considerd a los
derivados de SPC13 como homologia de alguna de las proteinas antes mencionadas.

Tabla 7. Base de datos de PAMs.

Base de datos Enlace
BaAMPs http://www.baamps.it/tools/blast
PDB3 http://aps.unmc.edu/AP/main.php
CAMPg; http://www.camp.bicnirrh.res.in/
Antisthaphybase http://www.antistaphybase.com/
PeptideDB http://www.peptides.be/
Hemolytik http://crdd.osdd.net/raghava/hemolytik/
DBAASP https://dbaasp.org/home
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/306755927?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=2E53K1FZ015

Tabla 8. Resultados de BLAST en CAMPg;3

Péptido derivado de ID CAMPgs UNIPROT Fragmento:s de Identidad Caracteristicas
SPC13 Secuencia (%)
Fosfolipasa A2, aislada de
SPC13-2 B. faciatus, CMI 0.1y 0.4
GSPVDSIDR CAMPSQ37 AGMEY4 33 GTPLDQLOR 36 MM para S. aureusy E.
coli respectivamente.
CAMPSQ3897  B3A003 ;CHFDVNSDSCGYFQas 36 Lisozima 3, aislada de C.
virginica
CAMPSQ2119 P83673 73CHWDVNSDSCGYFQsgs 36 Lisozima 1 C. virginica
SPC13-3 Big defensina BD3b,
CYHEVNENECGSYKR CAMPSQ5956 G4U4J9 96 YHDWYHSSTCGSYK 109 50 M.galloprovincial
CAMPSQ6108  HOAXM8 10/ VHDWYHSDTCGSYK114 50 Big defensin, M.
galloprovincial
CAMPSQ3940 QOH293 6sYRGGNLGVCGSYKso 54 Big defensin, A. irradians
CAMPSQ2018  Q6JK69  ssDKAVAICLRENLDTYNKios 44 H°m°l°g‘; F;’;:g:pasa AL,
CAMPSQ3860  QIIAT9  ssDKAVAICLRENLGTYNKK:gs 44 Homologo Fosfolipasa A2
SPC13-5 BnSP-7, B. paoloensis
DKDIVECLNQNDKDYNPK ; .
CAMPSTS86 Q90249  sDKAVAFCLRENLGTYNKKips 44 Complejo BhTx-l, B.
jararacussu
Homologo de fosfolipasa
CAMPSQ1976 Q90250 39DKAVAFCLRENLGTYNKK106 44

A2

9.8 Sintesis de los péptidos derivados de la digestion de SPC13

Se realizo la sintesis quimica de los péptidos derivados, con una variante de cada
uno (Ver Tabla 9), de acuerdo con el punto 8.8 y de cada péptido sintetizado se
obtuvieron 10 mg. Los péptidos se enumeraron del 1 al 5 seguido de la
especificacion de la variante, ya sea con terminacion COO- que es el péptido
resultante de la digestion triptica y su variante, NHz (Version espejo). Cabe
mencionar que esta parte del proyecto se realizd en una estancia en la Aix
Marseille Université, en el Instituto de Ciencias Moleculares bajo la tutoria de la

PhD. Olga Iranzo.
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Tabla 9. Péptidos sintetizados derivados de SPC13.

Péptido Secuencia Carga neta
SPC13-3.1 COO SLWNFFFMTFIGGK-COO' 1
SPC13-3.1 NH, KGGIFTMFFFNWLS-COO 1
SPC13-3.2 COO GSPVDSIDR-COO -
SPC13-3.2 NH, RDISDVPSG-COO 1
SPC13-3.3 COO CYHEVNENECGSYKR-COO' -
SPC13-3.3 NH, RKYSGCENENVEHYC-COO 1
SPC13-3.4 COO FIDYDWYMQDK-COO' 2
SPC13-3.4 NH, KDQMYWDYDIF-COO 2
SPC13-3.5 COO DKDIVECLNQNDKDYNPK-COO 2.1
-2.1

SPC13-3.5 NH2
SPC13-DIC

KPNYDKDNQNLCEVIDKD-C 00
Péptido sintético*

* Secuencia protegida por Patente.

9.9 Pruebas de actividad antimicrobiana con los péptidos sintetizados

De forma cualitativa se determind la actividad antimicrobiana de los péptidos
sintéticos por el método de difusion en agar utilizando cuatro concentraciones: 10,
25, 50, 100 pg/5ul frente a S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922) y P.
aeruginosa (ATCC 27853); sin embargo, sélo los péptidos SPC13-3.5 COO" y SPC13-
DIC mostraron actividad con zonas de inhibicion no definidas Unicamente frente a
S. aureus (Ver Fig. 14). Por lo que se determino realizar los ensayos en medio

liquido.

Figura 14. Pruebas de actividad
antimicrobiana por el método de
difusion en agar de los péptidos
derivados de SPC13: En la imagen
solo se muestra la caja donde
SPC13-DIC tuvo baja actividad
frente a S. aureus (ATTC 29213).CN:
Control Negativo (H,0-MQ); CP:
Control Positivo (Ampicilina
1pg/pl).
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9.9.1 Pruebas de actividad antimicrobiana por el método de microdilucion

Las pruebas de actividad antimicrobiana se realizaron por el método de
microdilucion acuerdo con el punto 8.9. En este ensayo se utilizaron dos diferentes
concentraciones (58.1y 116.2 pM) de SPC13-3.5 COO"y una para SPC13-DIC (144.1
HUM). En la figura 3 se puede observar que a las ambas concentraciones SPC13-5
COO inhiben el crecimiento en un 79 y 58% respetivamente. De acuerdo con el
analisis estadistico, existe una diferencia significativa con respecto a los controles
negativo y positivo; por otro lado, SPC13-DIC mostré actividad sin diferencia
significativa con respecto al control positivo. De acuerdo con estos resultados se
decidio determino la CMI solamente para SPC13-DIC.

Microdilucion S.aureus

0.25-, - CN
-2 CP (Amp)

0209 = 5pc13-5C00 58.1 M
E 5] ™ SPC135C00 116.2 M
in 27 = SPC13-DIC 144.1 uM
Te]
O: 0.10-
(]

0.05-

0.00

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (h)

Figura 15. Determinacidon de actividad antimicrobiana por el método de microdilucion de
péptidos derivados de SPC13 frente a S. aureus (ATCC 25923): se SPC-5 COO- (58.1y 116.2 uM)
y SPC13-DIC (144.1pM). CN: Control Negativo (H,0); CP: Control Positivo (Ampicilina 1pg/ul). Todos
los datos se expresaron como media de tres experimentos independientes y error estandar (X+
SEM).
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9.10 Determinacion de la CMI del péptido sintético derivado de SPC13

La determinacion de la MIC de SPC13-DIC se realizo de acuerdo con lo establecido
al punto 8.4. Para este ensayo se utilizaron tres concentraciones (57.6, 100.5 y
144.1 pM). En la que la concentracion de 144.1 pM mostré 100% inhibicion de
crecimiento, mientras que las otras dos concentraciones (57.6 y 100.5 pM)
inhibieron un 67.3 y 0.7% respectivamente (Ver Fig.16 a y b). Para determinar si
SPC13-DIC tenia efecto bactericida, al final de las cinéticas se realizaron plaqueos
de cada uno de los pozos, al cabo de 18 h, el crecimiento de S. aureus fue nulo
por lo que se determind que SPC13- DIC presenta actividad bactericida.

CMI SPC13DIC
0.4+
- CN
- Cp
£ = —— 144.1 yM SPC13 DIC
o ~+ 100.5 uM SPC13 DIC
@ 0.21 —— 57.6 uM SPC13 DIC
S
2 0.1
0.0
0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Figura 16. Determinacion de MIC de SPC13-DIC frente a S. aureus (ATCC 25923): Cinética de
crecimiento de S. aureus frente a SPC13-DIC. CN: Control Negativo (H,0); CP: Control Positivo
(ampicilina 1pg/pl). Las barras de error muestran el error estandar de tres experimentos por
triplicado. Todos los datos se expresaron como media de tres experimentos independientes y error
estandar (X+ SEM).
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9.11 Actividad hemolitica

Los eritrocitos fueron incubados en presencia de las tres concentraciones utilizadas
para la determinacion de la CMI (57.6, 100.5 y 144.1 uyM). En la figura 16 se puede
observar que la CMI de SPC13-DIC proboca un 1.7% de hemodlisis. De acuerdo con
el analisis estadistico se existe una diferencia significativa entre la concentracion
de 144.1 pM con respecto al control positivo. De igual forma, las concentraciones
de 57.6 y 100.5 pM mostraron un 2.1 y 2.4% respectivamente, sin presentar
diferencia significativa con respecto a la concentracion de 114.1 pM y al control
negativo.
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Figura 17. Actividad hemolitica de péptido sintético SPC13-DIC: Eritrocitos Humanos fueron
incubados a diferentes concentraciones de SPC13-DIC. CP: Control positivo Triton X-100 al 10%. Las
barras de error muestran el error estandar de tres experimentos por triplicado.
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10. DISCUSION

En la actualidad, la resistencia bacteriana a los antibioticos es un fenomeno
creciente debido principalmente al uso indiscriminado de antibidticos. Este
fendomeno ha generado la necesidad de desarrollar una nueva generacion de
antibiodticos, que podrian inhibir el crecimiento de manera eficiente a los
microorganismos patdgenos.

En este sentido, los péptidos con actividad antimicrobiana se han convertido en
una alternativa de tratamiento para luchar contra las infecciones bacterianas.
Recientemente, en el laboratorio de Neurofarmacologia del CEIB, se reportd por
primera vez un péptido antimicrobiano (PAM) de 13 kDa del veneno de S.
polymorpha denominado SPC13, el cual presento actividad antimicrobiana frente
a S.aureus con una CMI de 3.5 pM (Rodriguez-Alejandro, 2014) . Con este
antecedente, una parte de este proyecto se enfocd a determinar la actividad
antimicrobiana de SPC13 frente a bacterias Gram-negativas. Si bien la presencia
de actividad antimicrobiana parece ser bastante comin en otros animales
venenosos (Fratini et al. 2017), los informes que muestran su presencia en los
venenos de Scolopendra son bastante limitados hasta la fecha. Hasta el momento,
S. subspinipes mutilans es la Unica especie estudiada, reportando cinco PAMs, con
pesos moleculares alrededor de 4.5 kDa. Al igual que SPC13, estos péptidos
mostraron un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas (Ver Fig. 9) (Kong et al. 2013; Lee et al. 2015;
Wenhua et al. 2006; Peng et al. 2009). Pero, a diferencia de los PAMs aislados de
S. subspinipes mutilans, SPC13 tiene un peso molecular mayor que aquellos. SPC13
mostréo una CMI de 3.5 pM y 14.8 pM frente a S. aureus y P.aeruginosa,
respectivamente; y a la CMI probada un 20.5% de hemdlisis. Estos valores CMI
fueron similares en comparacion con los otros péptidos del género, donde las CMI
varian de 0,5 a 256 pg/ml.

La secuencia de aminoacidos particular, con un total de 51 aminoacidos, tiene un
98% de identidad con la histona H3 de S. viridis, que cubre el 48% de esta histona.
Como se puede observar en la figura 5, los aminoacidos mas numerosos son la
lisina, la arginina y la leucina, aminoacidos que también se conservan en muchas
histonas H3 y H4; sin embargo, SPC13 hasta el momento se considera una proteina
desconocida ya debido a que solo se poseen secuencias pequenas que son
insuficientes para poder dar una identidad a SPC13 (Miller et al. 1942; Lee et al.
2015; Smith and Dyrynda, 2015; Nikapitaya et al. 2013; Tagai et al. 2011).
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De la digestion de SPC13 se obtuvieron un total de cinco péptidos derivados, con
las secuencias se realizd un BLAST, estas mostraron un 100% de homologia con la
fosfolipasa ScolPla reportada en el veneno de S. viridis por Gonzalez en el 2010
(Gonzalez, 2010). Sin embargo, con el alineamiento se demostrd que no existia
relacion de los péptidos derivados de SPC13 con la fosfolipasa A2 Scol/Pla debido
a que los derivados se encuentran dispersos por toda la secuencia; una razén mas
por la que los péptidos derivados de SPC13 no correspondian a la fosfolipasa es
porque a diferencia de Scol/Pla el TR es de 46.24 y de SPC13 es de 3.5, en las
mismas condiciones de RP-HPLC; ademas de que la actividad fosfolipasa de SPC13
es negativa (Rodriguez-Alejandro, 2014). En el alineamiento de las secuencias
parciales reportadas por Rodriguez-Alejandro en el 2014 y la histona H3 de S.
viridis y los péptidos derivados de SPC13, se pudo observar que hay aminoacidos
con carga positiva (Ky R), que en las secuencias de los péptidos derivados de SPC13
cambian por aminoacidos ya sea cargados negativamente (D y E) o sus amidas (Q y
N) (Rodriguez-Alejandro, 2014).

Por otro lado y como parte de la caracterizacion de los péptidos derivados de la
digestion de SPC13, se realizd una bUsqueda exhaustiva en GenBank asi como en
diferentes bases de datos de péptidos antimicrobianos, donde solamente en la base
de datos CAMPR3 se obtuvieron homologias para los péptidos: SPC13-2 con un 36%
de homologia con la fosofolipasa A2 reportada en B. fasciatus (elapido), SPC13-3.3
con porcentajes de homologia entre 36 y 54% con lizosimas 1 y 3 y defensinas
reportadas en moluscos y SPC13-3.5 mostro porcentajes del 44% de homologia con
una fosfolipasas reportadas en serpiente. Los alineamientos entre las secuencias
antes mencionadas y los péptidos derivados, al igual que lo fosfolipasa reportada
por Gonzalez, no mostraron continuidad, por lo que se consider6 tanto a SPC13 y
a sus derivados como secuencias no reportadas (Tabla 8).

De los once péptidos sintetizados (ver tabla 9) solo SPC13-3.5 COO"y SPC13-DIC
mostraron actividad; con respecto a SPC13-3.5 COO" mostré su maximo de
inhibicion a 116.2 pM, y de acuerdo con el analisis estadistico esta concentracion
presenta diferencia significativa con respecto a los controles tanto negativo como
positivo, por lo que no se considerd un péptido con buena actividad antimicrobiana
con respecto a SPC13-DIC. Por otro lado, la actividad de SPC13-DIC en los ensayos
de microdilucion fueron positivos causando la inhibicion del crecimiento
bacteriano, sin mostrar diferencia significativa con respecto al control positivo
(Ver Fig. 15). SPC13-DIC es un péptido anidnico con carga neta de -1, que tiene
actividad antimicrobiana frente a S. aureus, con una CMI de 144.1 puM, su actividad
hemolitica es del 1.7 %, con la secuencia de este péptido se realizd una busqueda D
exhaustiva en GeneBanck y bases de datos de péptidos antimicrobianos, en los (A




cuales no se encontrdé alguna similitud con péptidos reportados. Existen pocos
reportes de péptidos anionicos con actividad antimicrobiana (AAMPs, por sus siglas
en inglés) aislados en vertebrados se invertebrados e incluso en plantas; esta clase
de péptidos pertenecen de forma integral al sistema inmune innato, son activos
frente a bacterias, hongos e incluso plagas, pueden ser inducidos o constitutivos
pudiendo presentar modificaciones postraduccionales esenciales para su actividad
antimicrobiana, su carga neta va desde -1 hasta -7 y su longitud varia entre los 5
a cerca de 70 residuos (Harris et al. 2009). Aun que en anos recientes los reportes
de esta clase de péptidos se han incrementado, sigue siendo limitado el
conocimiento de esta clase de moléculas.

El primer reporte de esta clase moléculas en mamiferos se realizé en 1996, donde
reportan péptidos con actividad antimicrobiana descritos como péptidos
antimicrobianos asociados a surfactante, los cuales fueron aislados de secreciones
pulmonares de ganado ovino. La secuencia de uno de esos péptidos es H-DDDDDD-
OH, el cual muestra actividad frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
con una concentracion minima bactericida (CMB) de 0.01 a 0.6 mM, en presencia
de Zn?* frente a P. hemolytica. Aunque el mecanismo de accion de este péptido
no esta descrito, se observd que este no causa cambios morfoldgicos en la
membrana del microorganismo; por el contrario, causa dano intracelular vy
aglutinaciones en los componentes celulares. Sugiriendo que la presencia del Zn?*
es la parte catidonica que hace la traslocacion que facilita la entrada de los AAPs
(Brogden et al. 1996).

En anfibios, se han reportado varios AAMPs; como por ejemplo el péptido PYL
aislado de la piel de Xenopus laevis, el cual tiene una carga neta de -5, y presenta
actividad antimicrobiana débil aun en presencia de Zn%*, frente a bacterias Gram-
positivas y negativas con MIC >250 uM. En esta misma especie en el 2017, se reportd
a XLAsp-P2 con carga neta de -5, su actividad hemolitica es baja con menos del
10% a concentraciones >64 pug/ml. Este péptido tiene espectro limitado ya que su
actividad antimicrobiana es baja frente a bacterias Gram-negativas incluso sin
actividad frente a E. coli (ATCC 25922); en contraste, presenta buena actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas, incluyendo a S. aureus (ATCC
29213) con CMI de 10 pg/ml. Los resultados de la microscopia electréonica de
transmision demostraron que el mecanismo de accion de XLAsp-P2 es por
destruccion de la membrana (Zhang et al., 2017). Temporin-1Ja es otro AAMPs
aislado de Rana japonica, el cual posee carga neta de -1 con actividad
antimicrobiana moderada frente a S. aureus y E. coli con CMIs >100 pM.

Los AAMPs mejor caracterizados en anfibios son los reportados en el género
Bombina. Los péptidos conocidos como Bombin H, son PAMs aislados de Bombina J»




orientalis, que presentan actividad antimicrobiana limitada frente a bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas con MICs de 200 pM y es inactivo frente a
levaduras. El AAMP mas recientemente reportado en este género es maximinin H5
aislado de Bombina mdxima, el cual tiene una carga neta de -3 y presenta espectro
limitado, ya que muestra baja actividad antimicrobiana frente a S. aureus con una
MIC de 80 pM, mientras que es inactivo frente a bacterias Gram-negativas y hongos.
Maximini H5, a diferencia del resto de los AAMPs reportados para anfibios, no
induce a hemolisis a la CMI (Lai et al. 2002).

Con respecto a AAMPs aislados de invertebrados, especificamente del plasma de
dos especies de camardn se reporté a PvHCt presente en Penaeus vannamei,
PsHCt1 y PsHCt2 aislados de Penaeus styrostris. Los alineamientos de las
secuencias de estos péptidos muestran que son derivados de hemocianina, una
proteina presente en el plasma del tracto respiratorio de un crustaceo; estos
AAMPs tiene espectro limitado, con alta actividad frente a F. oxysporum. En
estudios posteriores, la version sintética de PvHCt muestra buena actividad
antifingica con una CMI <15 pM (Harris et al. 2009).

En aracnidos se han reportado, pocos AAMPs putativos procedentes de bibliotecas
de cDNA, entre los que se encuentra: Amblyoma defensin peptide 1y 2, aislados
de Amblyoma hebraeum, Amblyoma-defensin peptide 2, el cual fue aislado de la
hemolinfa de garrapatas hembras. Este PAM posee carga neta de -3 y es activo
frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas con CMIs bajas en rangos de
UM (Harris et al., 2009). En estudios de otros miembros de esta familia, se
identifico a BmKa1y BmKa2 procedentes del banco de cDNA del veneno del alacran
Buthus martensii, estos AAMPs sintéticos poseen una carga neta de -12 y -13
respectivamente. La actividad antimicrobiana es de amplio espectro (Harris et
al.2009; Zeng et al. 2004). Son pocos los AAMPs reportados para esta familia,
SPC13-DIC es un péptido anidnico (carga neta -1) derivado de SPC13 AMP presente
en el veneno de S. polymorpha. Este AAMP al igual que la mayoria de los AAMPs
reportados, tiene un espectro limitado y con CMI elevado, en contraste a los
péptidos cationicos; con respecto a la actividad antimicrobiana el espectro se vio
reducido a solo S. aureus, con una CMI de 144.1 pM, concentracion tres veces
mayor a la CMI reportada para SPC13 (proteina original); su actividad
antimicrobiana es de rango limitado al igual que la mayoria de los AAMps
reportados. Una de las razones es porque quiza esta clase de PAMs no es la primera
linea de defensa del sistema inmune, actuando de forma sinérgica con los CAMPs.
El espectro limitado de los AAMPs posiblemente se deba a la morfologia de las
bacterias, en este sentido, el grupo mas vulnerable son las bacterias Gram-
positivas ya que estas no cuentan con una membrana externa, lo que facilita la (J1




interaccion entre el péptido y la bacteria Gram-positiva; lo que ocasiona que se
necesite mayor concentracion del AAMP (Harris et al. 2009). En el caso de SPC13-
DIC el aumento de la concentracion tal vez se debe a el tamaio de la molécula de
SPC13-DIC con respecto a SPC13, ya que se necesita mayor niumero de moléculas
para ejercer su accion. Por otro lado, la actividad hemolitica se vio reducida poco
mas del 90% con respecto la actividad hemolitica de SPC13, rango mucho menor al
de la actividad hemolitica reportada en otros péptidos de esta clase. SPC13-DIC es
el primer AAMP reportado de la clase quilopoda, considerando que, de acuerdo
con los datos anteriormente mostrados este AAMP es susceptible a modificaciones
en su secuencia o probarlo en presencia de coadyuvantes como Zn*?, o bien, poder
utilizarlo en presencia de antibidticos conocidos, para ver su efecto de sinergismo,
todo lo anterior con el fin de mejorar su actividad antimicrobiana y conservar su
actividad baja actividad hemolitica.
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11.CONCLUSION

Con los resultados obtenidos se determind la actividad antimicrobiana SPC13
frente a bacterias Gram-negativas, siendo bactericida frente a P. aeruginosa y
bacteriostatica frente a E. coli.

Los resultados obtenidos aceptan la hipotesis propuesta para este proyecto, ya que
de la digestion triptica de SPC13 se obtuvieron ocho fragmentos derivados con
actividad antimicrobiana, de los cuales se obtuvo a SPC13-DIC, este AAMP mantuvo
la actividad antimicrobiana, con espectro limitado frente a S. aureus, ademas de
que este péptido disminuyd un 91.7% su actividad hemolitica con respecto a SPC13.
Ademas, se determin6 que la actividad antimicrobiana de SPC13 tanto como de
SPC13-DIC es dosis-dependiente frente a las bacterias probadas. Debido a sus
caracteristicas, SPC13-DIC es susceptible a modificaciones con la intencion de
mejorar su actividad antimicrobiana.
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12. PERSPECTIVAS

< Realizar pruebas de actividad antimicrobiana de SPC13-DIC con cepas
multirresistentes.

<) Determinar la actividad antimicrobiana de SPC13-DIC en presencia de Buffer
cationicos (Zn*).

<) Determinar actividad antibiofilm.
<) Determinar mecanismo de accion de SPC13 y SPC13-DIC.

< Modificar a SPC13- DIC para mejorar su actividad antimicrobiana,
manteniendo la actividad hemolitica.
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