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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana multiple representa un problema critico que exige
el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Esta investigacion se centra en
péptidos antimicrobianos derivados de las catelicidinas de Caiman latirostris,
un modelo animal poco utilizado en estudios cientificos. Estos péptidos fueron
evaluados por su potencial terapéutico frente a la mastitis bovina, una
enfermedad ampliamente extendida causada principalmente por Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Para ello, se analizaron cepas bacterianas
provenientes tanto de la coleccion de cultivos tipo (ATCC) como de aislados
clinicos de mastitis y endometritis bovina.

La investigacion combina enfoques computacionales y experimentales. El
enfoque computacional permiti6 predecir actividades antimicrobianas,
hemoliticas, antivirales y anticancerigenas de dos péptidos, denominados
plcatllat y plcat2lat. Ademas, se validaron sus estructuras secundarias y
terciarias, y se analizaron sus interacciones con membranas bacterianas
mediante simulaciones moleculares. El enfoque experimental incluy6 la
caracterizacion de las alfa hélices mediante dicroismo circular y pruebas
microbiolégicas de concentracién minima inhibitoria (32-512 pg/mL), asi como
estudios de actividad antibiofiim. La microscopia electronica de barrido
evidencio disrupciones morfolégicas en las bacterias tratadas, siendo mas
marcadas en E. coli.

Los resultados confirman que ambos péptidos poseen actividad antimicrobiana
y antibiofilm, con mayor efectividad antimicrobiana. Aunque su estructura es
prometedora, podria optimizarse para mejorar su desempefo. Futuras
investigaciones deberian evaluar su accion frente a una mayor diversidad de

microorganismos.
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ABSTRACT

Multidrug antimicrobial resistance represents a critical problem that demands
the development of new therapeutic agents. This research focuses on
antimicrobial peptides derived from cathelicidins of Caiman latirostris, an
animal model rarely used in scientific studies. These peptides were evaluated
for their therapeutic potential against bovine mastitis, a widespread disease
mainly caused by Escherichia coli and Staphylococcus aureus. For this purpose,
bacterial strains from both the American Type Culture Collection (ATCC) and
clinical isolates of bovine mastitis and endometritis were analyzed.

The study combines computational and experimental approaches. The
computational approach enabled the prediction of antimicrobial, hemolytic,
antiviral, and anticancer activities of two peptides, named plcat1lat and plcat2lat.
Additionally, their secondary and tertiary structures were validated, and their
interactions with bacterial membranes were analyzed using molecular
simulations. The experimental approach included the characterization of alpha
helices via circular dichroism and microbiological tests to determine the
minimum inhibitory concentration (32-512 ug/mL), as well as antibiofilm activity
studies. Scanning electron microscopy revealed morphological disruptions in
treated bacteria, which were more pronounced in E. coli.

The results confirm that both peptides exhibit antimicrobial and antibiofilm
activities, with greater antimicrobial effectiveness. Although their structure is
promising, it could be optimized to improve performance. Future research

should evaluate their action against a broader range of microorganisms.
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INTRODUCCION GENERAL




Orden Crocodilia. Caracteristicas Fisicas

Los cocodrilianos son reptiles tetrapodos con forma de grandes lagartos,
cuerpo robusto, hocico prominente largo y plano, cola comprimida lateralmente
y ojos, oidos y fosas nasales en la parte dorsal de la cabeza. Se consideran
“‘diapsidos” debido a que poseen dos pares de aberturas denominadas
“fenestrae”, las cuales se ubican detras de las o6rbitas oculares (Figura 1).
Poseen un hocico con fuertes mandibulas armadas de numerosos dientes
conicos (= 30-40 en cada mandibula) (Figura 1). Sus ojos poseen membranas
nictitantes, que los protegen y permiten la vision bajo el agua. La piel esta
formada por una gruesa capa dérmica cubierta por escamas epidérmicas y

placas éseas intradérmicas denominadas osteodermos (Seijas, 2011).

cq

13,2, 0, %0
cf
bsf

Figura 1. Craneo de C. latirostris. A. Vista dorsal B. Vista lateral C Vista palatina D. Vista
occipital. La barra de escala es igual a 5 cm. bo, basioccipital; bsf, basefenoidea; ch, coanas;
cf, agujero carotideo; cq, canal craneocuadrado; eam, meato auditivo externo; ect,
ectopterigoide; exo, exoccipital; fa, foramen ae’rum; fr, frontal; if, foramen incisivo; it, fenestra
infratemporal; j, yugal; /a, lagrimal; mx, maxilar; na, nasal; pa, parietal; pal, palatino; pf,
prefrontal; pmx, premaxilar; po, postorbital; pt, pterigoide; ptf, fenestra postemporal; q,
cuadrado; qj, cuadratoyugal, rc, curvaturas rostrales; rcr, cresta rostral, sq, escamoso; so,
supraoccipital; sof, fenestra suborbital; f IX, f X, f XI, f Xll, 9-128 foramenes de los nervios
craneales. (Fuente: Bona y Desojo, 2011).

Estos animales poseen un corazén cuatricameral (Huchzermeyer, 2003), y son
ectotermos, lo que significa que su temperatura corporal depende de la
temperatura ambiental y su envergadura (Coulson y Herbert, 1981). En

consecuencia, los procesos fisiolégicos que dependen de la temperatura




corporal, como la funcién inmune, la alimentacion y el metabolismo, son
regulados a través de medios conductuales como la exposicion al sol o
sumergirse en el agua para elevar o disminuir su temperatura corporal
manteniéndola entre los 25 y 35°C, y principalmente entre 30 y 33°C (Lance,
2003; Bassetti et al., 2014). Igualmente, la reproduccion también esta
influenciada por la temperatura, asi como la determinacion sexual, ya que el
desarrollo y la diferenciacion del embridén esta ligado a la temperatura de
incubacién durante un periodo de tiempo denominado “Periodo Termosensible”
donde el embridon desarrollara alguno de los dos sexos (Lang y Andrews,1994;
Van Hoek, 2014).

En particular, Caiman latirostris es un cocodrilo de tamafo mediano (Figura 2)
(adultos =2 m de longitud y 80 kg de peso), con un tamano maximo registrado
de 3,16 m de longitud total (Verdade et al., 2010; Siroski et al., 2019), posee
un cuerpo comprimido en forma dorsoventral, cola fusiforme, musculosa y
conica (Medem, 1983). Su nombre comun, yacaré overo, deriva de la
distribucion de las manchas que lo caracterizan y su hocico robusto y corto, el
cual es uno de los mas anchos en proporcion de entre todos los cocodrilianos
(Figura 1) (Medem, 1983).

Figura 2. Especimenes adultos de C. /atirostris. (Fuente: Siroski, 2011).




Taxonomia

Los cocodrilianos y las aves constituyen los unicos representantes actuales del
grupo monofilético de los arcosaurios (clado Archosauria), lo que convierte a
los cocodrilianos en los parientes vivos mas cercanos de todas las aves (Janke
y Arnason, 1997; Sennikov, 2012). Si bien ambos linajes divergieron hace mas
de 240 millones de afios (Ma), los primeros fésiles con morfologia semejante
a las familias de cocodrilianos actuales (Alligatoridae, Crocodylidae vy
Gavialidae) se registran entre 80 y 90 Ma (Brochu, 2003).

El estado ancestral de los arcosaurios posee un ritmo lento de cambio
genomico (Green et al., 2014), esto se evidencia en estudios de filogenia donde
la longitud de las ramas sugiere que los cocodrilianos muestran una baja tasa
de evolucidn molecular en relacion con todos los grupos de tetrapodos,
incluidas las tortugas (Green et al., 2014), teniendo la evolucion molecular mas
lenta de todos los demas linajes, de hecho, el ritmo de los cocodrilianos es
aproximadamente un orden de magnitud mas tardio que el de lepidosaurios y
mamiferos (Figura 3A) (Green et al., 2014).

El orden Crocodylia posee 28 especies que estan divididas en 3 familias:
Alligatoridae, Crocodrilidae y Gavialidae (Hekkala et al., 2011; Shirley et al.,
2018). El género Crocodylus (cocodrilos verdaderos) es hermano de un clado
compuesto por Mecistops (cocodrilos africanos de hocico fino) y Osteolaemus
(cocodrilos enanos) dentro de Crocodylidae. Crocodylidae se agrupa con
Gavialidae (gaviales verdaderos y falsos), y este clado combinado es hermano

de Alligatoridae (alligatoridos y caimanes) (Figura 3B) (Hekkala et al., 2021).
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Figura 3. Filogenia de cocodrilanos. A. Filogenia inferida de amniotas incluyendo cocodrilianos.
Los colores indican las tasas estimadas, correspondiendo los colores frios a tasas bajas de
evolucion molecular (Modificado de: Green et al., 2014). B. Arbol de relaciones filogenéticas
entre Crocodrilidae, Gavialidae y Alligatoridae (Fuente: Hekkala et al., 2021).

Distribucién y Habitat

Los cocodrilianos actuales son depredadores semiacuaticos de emboscada y
piscivoros que se distribuyen por todo el mundo en los trépicos y subtrépicos
y habitan en ambientes de agua dulce y estuarios (Grigg y Kirshner, 2015).
Estos alcanzaron una distribucién global, incluyendo dispersiones en altas
paleolatitudes (Estes y Hutchison, 1980; Willis y Stilwell, 2000; Eberle et al.,
2014) y a través de grandes barreras oceanicas (Vélez-Juarbe et al., 2007;
Meredith et al., 2011; Oaks, 2011; Nicolai y Matzke, 2019).

El clado sufrié una serie de radiaciones y extinciones a lo largo de su historia
evolutiva, incluyendo la supervivencia de varios linajes a través de la extincion
masiva del Cretacico/Paledgeno. En el curso de estos fendbmenos, sufrieron la
transicion de habitats totalmente acuaticos a terrestres al menos dos veces
(Wilberg et al., 2019), y evolucionaron estrategias de alimentacién mas alla de
los habitos carnivoros y piscivoros de los taxones existentes (Osi, 2014;
Gignac et al.,, 2019; Melstrom e Irmis, 2019; Drumheller y Wilberg, 2020,
Hilevski et al., 2022). Aunque probablemente limitada por una combinacion de
factores abidticos y bidticos (Solérzano et al., 2020; Stubbs et al., 2021), la
dinamica de diversificacion de los cocodrilianos parece mostrar estrechos

vinculos con las fluctuaciones ambientales y climaticas (Hutchison, 1982;




Markwick, 1998; Brochu, 2003; Bronzati et al., 2015; Mannion et al., 2015; De
Celis et al., 2020; Pan et al., 2021).

Sudamérica alberga la mayor diversidad de especies de cocodrilianos. En este
subcontinente habita un tercio del total de especies existentes de estos
animales (Eaton, 2010; Hekkala et al., 2011; Shirley et al., 2018). En la
Republica Argentina se encuentran: Caiman yacare (yacaré negro) y Caiman
latirostris (yacaré overo). Las poblaciones de yacaré overo abarcan el centro
norte del pais, estando presente en Misiones, Salta, Santiago del Estero, Jujuy,
Chaco, Corrientes, Formosa, Entre Rios y Santa Fe (Waller y Minucci, 1993;
Larriera e Imhof, 2006) (Figura 4B), debiéndose su distribucion meridional a la
mayor tolerancia de esta especie a bajas temperaturas (Siroski, 2011). La
situacion geografica de yacaré overo también incluye un gran numero de
pequefios drenajes de la costa atlantica desde Natal, en el extremo oriental de
Brasil, hasta el noreste de Uruguay (Siroski et al., 2019) (Figura 4A).

Esta especie de cocodriliano suele habitar ambientes con vegetacion densa y
asolearse sobre vegetacion flotante (Siroski et al., 2019). Se encuentra en
ambientes acuaticos de escasa profundidad, en clima subtropical-templado y
abundante alimento. Las mayores poblaciones de C. latirostris se localizan en
grandes esteros asociados a las planicies de inundacion de los rios de llanura,
como el rio Parana, el Uruguay y el Salado, aunque una fraccion de las
poblaciones suele permanecer cerca de los canales o cavas de erosion hidrica
dentro del bosque y alejados de los espejos de aguas permanentes (Verdade
et al., 2010).




s

PN Calilegugy it s
PN Rip Pilcomayd® P P

PN Cl
RN.E erﬂnﬁ‘mﬂ ”*‘

f P N Mbpncuya
el
e, - . ey BRAZIL PN Pre D{'HI“' AP N ED Palmar
Caiman
latirostris
Argenim
r;. a
e Folore naias
- s gt
i m s
i & i i I
- v
=
o -__:"é&h
Canm;rklunu.-n o
i s Loy o Remsir Bis HERE G v et ¥ L .
; Sreee ot o, AP, it Sl v TaRiare, § Dol Antartida Argenting

a8 wiala

Figura 4. Distribucion de C. latirostris en A. Sudamérica, rango Argentina, Bolivia, Brasil,
Paraguay, Uruguay (Fuente: Siroski et al., 2019). B. Distribucion en Argentina. (Fuente:
Sistema de Informacion de Biodiversidad de la Administracion de Parques Nacionales,
Argentina (SIB). Actualizado en marzo, 2025).

Ectotermia

Los cocodrilianos son importantes organismos modelo en campos como la
biologia del desarrollo, osmorregulacion, cardiofisiologia, paleoclimatologia,
determinacién del sexo, genética de poblaciones, paleobiogeografia vy
morfologia funcional (Grigg y Kirshner, 2015).

Los cocodrilianos son animales ectotermos, por lo que su regulacién térmica
depende directamente de las condiciones ambientales, ya que carecen de
mecanismos fisiolégicos para controlar el calor corporal (Coulson y Herbert,
1981; Webb y Manolis, 1989; Richardson et al., 2002; Zimmerman et al., 2010).
En consecuencia, procesos vitales como la funciéon inmune, la alimentacion, el
metabolismo y la reproduccién estan modulados por la temperatura interna, la
cual se ajusta mediante conductas como exponerse al sol o sumergirse en el
agua, manteniéndose generalmente entre 25 y 35 °C (Angilletta et al., 2001;
Lance, 2003; Bassetti et al., 2014).

La temperatura es una variable ambiental que tiene un papel fundamental en

la historia de vida de los cocodrilianos debido a que interviene en la




determinacién del sexo (Ferguson y Joanen, 1983; Webb et al., 1987; Campos,
1993; Pina et al., 2003), el crecimiento embrionario (Joanen et al., 1987,
lugman et al., 2008) y el patron de termorregulacién (Lang, 1987; Merchant et
al., 2007). En la regulacién de la temperatura intervienen directamente el
estado nutricional, la edad, las infecciones y las relaciones sociales (Lang,
1985). Dicha regulacion de la temperatura corporal juega un rol muy importante
asegurando que los procesos celulares y bioquimicos puedan llevarse a cabo
con una tasa metabdlica muy cercana a la 6ptima para cada especie (Feder et
al., 2000; Siroski et al., 2010; 2011).

Hay indicios de que la temperatura, la tasa metabdlica, los factores
ambientales y las adaptaciones evolutivas influyen en la funcién inmunitaria de
los organismos ectotermos. El efecto de la temperatura ambiental sobre la
inmunidad especifica ha sido demostrado (Rijkers et al., 1980; Miller y Clem,
1984) como también, que la inmunidad innata es mas resistente a cambios en
la temperatura ambiental (Le Morvan et al., 1998). Le Morvan et al., (1997)
indicaron que la inmunidad innata tiende a reemplazar a la inmunidad
especifica a bajas temperaturas. Sin embargo, existen otros estudios donde se
demuestra que el efecto de la temperatura ambiental es del mismo orden sobre
ambas (Nikoskelainen et al., 2004).

Sistema Inmune

El sistema inmune (SI) de los vertebrados esta constituido por barreras fisicas
y bioquimicas, células inmunitarias especializadas y anticuerpos especificos
(Haryanto et al., 2015; Maggini et al., 2018).

Hace aproximadamente 500 Ma con la aparicion de los vertebrados y en un
contexto de una inmunidad innata (ll) preexistente ocurrieron distintos
procesos evolutivos que condujeron al origen de la inmunidad adaptativa (I1A).
En consecuencia, ambas inmunidades funcionan tanto individualmente como
en tandem (Hillion et al., 2019). La Il actua rapidamente y no requiere de
exposicidn previa al patégeno para formar una respuesta, debido a que es no
especifica. En contraste, la |A requiere exposicion previa, es muy especifica y
puede tardar 48 horas o0 mas en generar una respuesta (Baker et al., 2019;

Haapasalo y Meri, 2019).




El principal mecanismo efector de la Il es el sistema del complemento (SC),
(Haapasalo y Meri, 2019). Aparte de defensa el SC presenta funciones, tales
como: opsonizacion, fagocitosis, reclutamiento quimiotactico de leucocitos,
inflamacion y expresion de citoquinas proinflamatorias (Ricklin et al., 2010).
La activacion de la cascada del SC puede ocurrir a partir de tres vias distintas:
clasica, de lectinas y/o alternativa (Figura 5). La diferencia entre las 3 vias son
los mecanismos de activacion y las etapas iniciales, posteriormente ellas se
fusionan en un paso de amplificacion comun que conduce a la formacién de un
complejo de ataque de membrana multiproteico denominado convertasa de C3
con el fin de activar al componente central del SC: el componente 3 (C3)
(Muller-Eberhard, 1986; Wang et al., 2017; Chen et al., 2016).

Via clasica (VC): Es anticuerpo-dependiente, generalmente iniciada por IgM o
IgG. También puede ser activada por la molécula de reconocimiento de
patrones (MRP) C1q mediante el reconocimiento de estructuras microbianas y
apoptoticas, o MRP enddgenas como inmunoglobulinas y pentraxinas (Ricklin
et al., 2010; Reis et al., 2019).

Via de las lectinas (VL): Activada por patégenos o autoestructuras alteradas,
mediante la deteccion de carbohidratos caracteristicos de superficies
bacterianas o compuestos acetilados. Las MRP reconocidas incluyen la lectina
de union a la manosa (LUM), Ficolina-1, 2y 3, y colectina 11 (CL-11 o CL-K1)
(Kozarcanin et al., 2016).

Via alternativa (VA): Se inicia con la union covalente del C3 a grupos hidroxilo
o amina de moléculas de superficie de patdgenos. Es constitutivamente activa
debido a la activacion espontanea de C3 en plasma a través del mecanismo
«tick-over». La activacién de C3 genera los fragmentos C3a (con efectos
anafilotoxicos) y C3b, que se asocia al factor B (FB) formando la convertasa
de C3 de la via alternativa (C3bB), activada por el corte proteolitico del factor
D (FD) (Corvillo y Lépez, 2017).
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Figura 5. Vias de activacion del SC. La activacion por alguna de las tres vias genera una
convertasa de C3 que eventualmente lleva a la formacion del complejo de ataque a la
membrana, lisando las células diana (Fuente: Corvillo y Lépez, 2017).

La molécula madura del C3, consiste en dos cadenas de polipéptidos: una
cadena beta y una cadena alfa, que se encuentran unidas mediante puentes
de cisteina (Figura 6) (Chen et al., 2016). Posee 13 dominios, ocho de los
dominios se denominan dominios de macroglobulina (MG). La cadena beta
estd compuesta por seis dominios MG en tandem: MG1 a MG6F seguidos de
una region enlazadora (LNK). La cadena alfa comienza con el dominio
anafilatoxina (ANA), la mitad C-terminal del MG6, el dominio MG7, seguido de
un dominio CUB y, a continuacién, el dominio tioéster (TED). A la region TED
le sigue otro dominio CUB, MG8, una corta regién de anclaje y, finalmente, el
dominio C345C C-terminal (Blandin y Levashina, 2004; Budd et al., 2004;
Janssen et al., 2005; 2006).
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Figura 6. Diagrama de cinta de la estructura cristalina de C3 (PDB ID: 2A73) y representacion

esquematica de las cadenas alfa y beta del componente del complemento C3 (Fuente: Barnum,

2017).

Las funciones del C3 incluyen opsonizacion y fagocitosis de patdégenos/células
apoptéticas, eliminacién de complejos inmunes y quimiotaxis. Es una proteina
antigua y clave del SC, integrandose en la biologia mas alla de la defensa del
huésped y escindiéndose en multiples fragmentos biolégicamente activos
(Chen et al., 2016; Barnum, 2017).

El Factor del Veneno de la Cobra (FVC) es una proteina homdloga al C3,
encontrada en algunas serpientes de la familia Elapidae (Birdsey et al., 1971;
Eggertsen et al., 1981; Takahashi y Hayashi, 1982). Facilita la entrada de
toxinas del veneno en el torrente sanguineo, activando el complemento y
liberando anafilatoxinas C3a y C5a en el lugar de la mordedura (Vogel y
Fritzinger, 2017). Su homologia funcional con el C3 ha permitido el desarrollo
de proteinas quiméricas recombinantes con fines terapéuticos para inhibir el
SC en enfermedades mediadas por este (Hew et al., 2004; Vogel y Fritzinger,
2007; Fritzinger et al., 2009; Vogel y Fritzinger, 2010; Vogel et al., 2014).
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Recientemente, se descubri6 una proteina homodloga al C3 y FVC en
cocodrilianos, lo que sugiere la presencia de componentes del veneno de
serpiente en reptiles no venenosos y requiere nuevos estudios sobre su

expresion y funcionalidad (Cordero et al., 2023).

Sistema Inmune y los cocodrilianos

El sistema inmune de los cocodrilianos se compone de partes innatas y
adquiridas, al igual que todos los vertebrados con mandibulas. Sin embargo, a
diferencia de otros vertebrados que sufrieron una gran diversificacién, como
los mamiferos, los escamosos y las aves, las especies de cocodrilianos
existentes han mantenido similitudes morfolégicas y ecolégicas (Grigg y
Kirshner, 2015), esto también se observa a nivel de la evolucién del cariotipo
(Cohen y Gans, 1970), e incluso en su sistema inmunitario, en las citocinas
expresadas (Zimmerman et al., 2014) y la organizacién del tejido linfoide (Neely
y Flajnik, 2016), y aunque estudios recientes en reptiles han establecido que
sus sistemas inmunitarios tienden a tener los mismos componentes generales
que los mamiferos (Tabla 1) (Zimmerman, 2020), es probable que las

diferencias que existen den lugar a estrategias inmunitarias novedosas.
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Tabla 1. Comparacion de los sistemas inmunitarios de mamiferos y reptiles.'Zimmerman et al.,
(2014), °Baker et al., (2019), *Shaffer et al., (2013), “Zimmerman et al., (2010), 5Rakus et al.,
(2017), 8Sandmeier et al., (2018), "Hoffman et al., (2016), 2Attias et al., (2019). (Tabla

modificada de Zimmerman, 2020).

Componente

Mamiferos

Reptiles

General

Endotermo/Ectotermo

Endotermo

Ectotermo

Amniota

+

+

Citoquinas (ejemplos)’

IL-1B

TNF-a

IL-5

Linfotoxina- a

4+ [+

o+

Complemento?

Via clasica

+

Via alternativa

+

Via de las lectinas

Receptores tipo Toll (ejemplos)®

TLR4

TLR15

Leucocitos*

Macrofagos

+

Eosinofilos

+

Basdfilos

+

Heterdfilos/Neutrofilos

Neutréfilos

Heterdfilos

Fiebre®

Fisiolégica

Comportamental

Organos linfoides primarios*

Timo

+

+

Medula ésea

+

+

Organos linfoides secundarios*

Bazo

Placas de Peyer

Tejido linfoide asociado al intestino

Nédulo linfatico

4|+

|+

Células B

Células B-1°

+

Similar B-1

Células B-2’

+

?

Otras células B (ejemplo: reguladoras)’

?

Células T

Células T citotoxicas*

+

Linfocitos T colaboradores *

+

+

Otros subconjuntos de células T (ejemplo: reguladoras)®

+

~

Anticuerpos*

Anticuerpos naturales

Cambio de Isotipo

Maduracién por afinidad

e

Centros germinales

44+ ]+

Isotipos de cadena ligera

K, A

Isotipos de cadena pesada

IgA, 1g0, IgE, IgG, IgM

1gA, IgD, IgM,
lgy, AlgY

Estudios sobre las variaciones en los genes dentro de las familias de

receptores de reconocimiento de patrones sugieren que los Ordenes

semiacuaticos se han enfrentado a fuerzas evolutivas diferentes en

comparacioén con los 6rdenes terrestres, ya que se encuentran con patégenos

de tierra y de agua (Priyam et al., 2018; Shang et al., 2018). En cocodrilianos

en particular, existen dos comportamientos muy conservados que ocurren en

el ambito acuatico y terrestre y que influyen directamente sobre el sistema

inmune de estos, ya sea para generar inmunidad o para desafiarla, estos son:

la exposicion al sol y las disputas sociales intra e interespecie.
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La luz solar proporciona la cantidad y calidad adecuadas de radiacion
ultravioleta (UV) para que los organismos desarrollen procesos vitales (Siroski
y Moleon Barzani, 2020). Los cocodrilianos, al ser vertebrados ectotermos, son
modelos oportunos para estudiar como la influencia de la temperatura
ambiental, y en consecuencia la luz solar, modulan la respuesta inmunitaria
(Pxytycz y Zkowicz, 1994; Kubasova et al., 1995) incluida la formacion de
anticuerpos y la expresion de citoquinas (Klesius, 1990; Zhang et al., 2015). En
reptiles se ha observado que los tejidos linfoides sufren cambios especificos
(segun la especie) durante las estaciones (Zimmerman et al., 2010),
presentando una respuesta inmunitaria menos robusta durante el invierno
(Hussein et al., 1978; Hussein et al., 1979; Ridi et al., 1981; Zimmerman et al.,
2010), haciéndolas susceptibles a sufrir infecciones (Ladds et al., 1996; Ariel
et al., 1997). Contrariamente, a medida que la temperatura aumenta, el bazo
vuelve a desarrollarse y el timo vuelve a agrandarse y organizarse (Hussein et
al., 1978; Hussein et al., 1979; Ridi et al., 1981).

Los tejidos linfoides de los cocodrilianos, ademas del timo, estan formados por
el bazo, la médula ésea y el tejido linfoide asociado al intestino, estos carecen
de centros germinales y ganglios linfaticos (Solas y Zapata, 1980; Zimmerman
et al., 2010). Al igual que en la mayoria de los vertebrados, el timo y la médula
o0sea funcionan como tejidos primarios en los cocodrilianos, a partir de los
cuales las células maduras se dispersan e interactuan con los patégenos en
los tejidos periféricos (Scollay et al., 1980).

Las células sanguineas de los cocodrilianos (y de todos los reptiles) presentan
sutiles diferencias en comparacion a las de los mamiferos. Los cocodrilianos
tienen globulos rojos nucleados; tres tipos de granulocitos: eosindfilos,
basdfilos y heterdfilos (Figura 7). El heterdéfilo es similar al neutréfilo de los
mamiferos en que normalmente es el glébulo blanco circulante mas abundante.
Ocasionalmente, pueden observarse monocitos. Los reptiles también tienen la
misma variedad de linfocitos. Sin embargo, los linfocitos B de los reptiles son
fagociticos (Zimmerman et al., 2010). En cocodrilianos, la respuesta inicial a
los inmundgenos es mas lenta, y en las exposiciones posteriores no se
observan aumentos considerables de titulos de anticuerpos, ni en la afinidad

de unién a estos. Ademas, la respuesta inmunitaria humoral adaptativa es

14



menos robusta que en los mamiferos (Zimmerman et al., 2010) pero no menos

eficaz.

.

Figura 7. Microfotografia de células sanguineas de cocodrilianos. Se evidencia sefalado por
una flecha un heterodfilo de C. latirostris (60X) (Fuente: Moledn, 2019).

En cocodrilianos con frecuencia se observa la pérdida de miembros corporales
como consecuencia de disputas sociales por altas densidades, obtencion de
alimento, sitios de nidificacion, reproduccién, presencia de predadores, entre
otros. Estas peleas ocurren en ecosistemas que poseen gran abundancia y
diversidad de bacterias patdégenas, trayendo como consecuencia que la
combinacion de los factores mencionados predisponga al desarrollo de
infecciones localizadas o sistémicas que pudiesen causarles la muerte, sin
embargo, en muchos casos los cocodrilianos suelen sobreponerse sin
demostrar signos de enfermedad, por lo que es probable que estos sean
resistentes a las infecciones bacterianas (Huchzermeyer, 2003; Ikenaga et al.,
2010; Siroski, 2012) y poseer un sistema inmunitario robusto (Zimmerman et
al., 2010).

Se ha sugerido que existen varios componentes eficaces del sistema
inmunitario innato de los cocodrilianos, entre los que se encuentra un sistema
de complemento sérico filogenéticamente conservado que funciona junto con

la respuesta inmunitaria adaptativa sirviendo como un importante mediador
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inflamatorio de las interacciones antigeno-anticuerpo (Zarkadis et al., 2001;
Merchant et al., 2003; Mastellos et al., 2004). También se encuentran, los
péptidos antimicrobianos los cuales han mostrado actividades antimicrobianas
y antifungicas (Van Hoek, 2014) y, a los que se han atribuido las propiedades
antimicrobianas de los cocodrilianos (Shaharabany et al., 1999). Se cree que
estos péptidos estimulan la respuesta inmunitaria frente a los microbios
invasores mediante la activacién y los leucocitos a través de la interaccidon con

los receptores de quimiocinas y formilpéptidos (Siddiqui et al., 2022).

Péptidos de Defensa del Huésped (PDHs)

También conocidos como péptidos antimicrobianos (PAMs), los PDHs se
consideran miembros ancestrales del sistema inmune innato de casi todos los
organismos Vvivos, ya que constituyen la primera linea de defensa (Zasloff,
2002) ante agentes extrafios. Poseen un amplio espectro de organismos diana
que van desde virus a parasitos y, consisten en fragmentos proteicos de unas
pocas docenas de aminoacidos (= 33,26 residuos) (Huan et al., 2020).

El primer PDH de origen animal, reportado en 1956 es la defensina, esta se
aislé de leucocitos de conejo (Hirsch, 1956). En los afos siguientes se
describieron la bombinina de los epitelios (Kiss y Michl, 1962) y la lactoferrina
de la leche de vaca (Groves et al., 1965). Actualmente, un total de 3940 PDHs
han sido reportados en la base de datos de péptidos antimicrobianos (APD,
URL: https://aps.unmc.edu/AP/), de los cuales 2463 tienen origen animal
(Figura 8) y que surgen debido al desarrollo de farmacorresistencia de cepas
bacterianas incluso a mas de tres clases diferentes de antimicrobianos
(multirresistencia, MDR). Ademas, en los ultimos afios se ha reducido la
produccion de nuevos agentes antimicrobianos debido a factores, tales como:
bajo costo de cada dosis individual, corto periodo de tratamiento, posible
desarrollo de mecanismos de resistencia y permanencia incierta en el mercado
(De Oliveira et al., 2020).
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Figura 8. PDHs registrados en la base de datos de péptidos antimicrobianos, donde se reflejan
sus diversas fuentes de origen (APD; http://aps.unmc.edu/AP, consultada en 2019)
(Modificada de Mahlapuu et al., 2020).

Caracteristicas de los PDHs

A pesar de tener una gran diversidad, comparten algunas caracteristicas
comunes, entre las que se encuentran carga cationica (+1 a +7), secuencias
cortas (<50 residuos de aminoacidos) y suelen ser anfifilicos (Lee et al., 2016;
de la Fuente-Nunez et al., 2017). La carga positiva neta resulta de la
abundancia de residuos de arginina, lisina e histidina debido a las cargas
positivas asociadas con estos residuos (Clark et al., 2021). La presencia de
~50% de residuos hidrofébicos e hidrofilicos contribuye a la anfifilia de estos
péptidos, lo que les permite interactuar con las membranas bacterianas e
ingresar en las células (de la Fuente-Nunez et al., 2017). Estos péptidos
pueden plegarse en diferentes estructuras, incluidas hélices alfa, laminas beta,
hélices alfay laminas beta combinadas y estructuras no alfa-beta (Wang, 2022),
proporcionando una base para predecir y comprender sus mecanismos de
accion (Gesell et al., 1997; Wang, 2008; Comune et al., 2021).

Contra la invasiéon de patogenos, la producciéon de PDHs por las células del

huésped requiere menos tiempo y energia que la sintesis de anticuerpos por
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la inmunidad adquirida, pudiendo alcanzar el objetivo mas rapidamente que las
inmunoglobulinas (Zhang et al., 2021). Ademas, los PDHs poseen un papel
fundamental en las respuestas inmunes del huésped contra las infecciones
bacterianas en algunos reptiles; el reclutamiento de células inmunes (como
neutréfilos, monocitos y macrofagos) puede ser mas importante que la
actividad antimicrobiana directa de los PDHs en la eliminacién de infecciones
bacterianas en reptiles. Esta capacidad de reclutamiento de células

inmunitarias ha sido demostrada por Chen et al., (2017) y Cai et al., (2018).

Clasificacion de los PDHs

Aunque los péptidos se clasifican en categorias como defensinas, catelicidinas,
hepcidinas, entre otros, puede resultar dificil encontrar la similitud entre los
péptidos activos dentro de estas categorias. Esto se debe a que comparten
funcidn, estructura y mecanismos dentro de los grupos, pero a menudo tienen
secuencias muy diferentes. Es decir, tienen una conservaciéon estructural
significativa a menudo sin una conservacion de secuencia (Jenssen et al., 2006;
Van Hoek, 2016).

Tal como se menciond6 anteriormente, el primer PDH de origen animal del que
se tiene constancia es la defensina (Hirsch, 1956). Estos péptidos cationicos
de 3-4 kDa se caracterizan por tener seis cisteinas dispuestas en tres enlaces
disulfuro, tienen caracteristicas predominantemente hoja-beta con algunas
alfa-hélices (Wilson et al., 2009). Un péptido similar a la defensina es la familia
de la toxina crotamina aislada de las serpientes cascabel (Género: Crotalus),
estas poseen un motivo gamma similar a las defensinas y se consideran
péptidos penetrantes de membrana (Kerkis et al., 2010; Radis Baptista y Kerkis,
2011). Se sabe que algunos reptiles expresan péptidos similares a las
crotaminas (Van Hoek, 2014).

Las catelicidinas son la segunda clase importante de PDHs en eucariotas
superiores. Se caracterizan por derivar de la escisidon proteolitica de un
prepropéptido que contiene el dominio “catelina” conservado en mamiferos y
menos conservado en otros eucariotas (Lehrer y Ganz, 2002; Kosciuczuk et al.,
2012). Existe una unica catelicidina en humanos (LL37), monos rhesus,

ratones, ratas y cobayas (Nagaoka et al., 1997; Bals et al., 2001; Durr et al.,
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2006), mientras que se han descrito al menos siete catelicidinas en bovinos,
caballos, cerdos, ovejas y cabras (Durr et al., 2006).

Otros péptidos son los expresados en el higado, incluyendo: hepcidinas
(HAMP1) y LEAP-2 (péptido antimicrobiano expresado en el higado-2) (Van
Hoek, 2014). Las hepcidinas, contienen ocho cisteinas (con cuatro enlaces
disulfuro) y son ampliamente antimicrobianas, se unen al hierro y participan en
la unién de ferroportina (Park et al., 2001; Rodriguez et al., 2014). LEAP-2 se
expresa en muchos organismos diferentes, tiene actividad antibacteriana y
antifungica de amplio espectro y puede inducirse tras un desafio bacteriano
(Sang et al., 2006; Henriques et al., 2010; Hocquellet et al., 2010). A pesar de
HAMP1 y LEAP-2 son expresados en el higado, el ultimo difiere
significativamente de HAMP1 en secuencia y estructura (Krause et al., 2003).

Se han descrito otros PDHs inusuales en reptiles, como leucrocinas,
omwaprina y hemocidinas. Estos no se clasifican facilmente en las categorias
anteriores, pero tienen un potencial que debe investigarse mas a fondo (Van
Hoek, 2014), considerando sus eficientes actividades antimicrobianas (Lei et
al., 2019), rapida (Raheem y Straus, 2019), de amplio espectro (Park et al.,
2011; Amso y Hayouka, 2019; Lee et al., 2020; Mahlapuu et al., 2020;
Pirtskhalava et al., 2021) baja toxicidad (Peschel y Sahl, 2006; Rathinakumar
et al., 2009; Wang et al., 2015) y no interfiere en la microbiota al ejercer su
accion (Kim et al., 2020).

Debido a que los PDHs presentan una diversidad considerable en cuanto a sus
fuentes (naturales/sintéticas), mecanismos de accién, caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas, y areas de interés terapéutico, realizar una
clasificacion de estos suele ser dificil. Sin embargo, pueden ser clasificados en
funcién de su origen, actividad, caracteristicas estructurales y riqueza en
aminoacidos (Huan et al., 2020; Mahlapuu et al., 2020). De acuerdo con su
actividad los PDHs pueden dividirse en 18 categorias segun la APD. Estas
categorias pueden resumirse en péptidos antibacterianos, antiviricos,
antifungicos, antiparasitarios, contra el virus la inmunodeficiencia humana (VIH)

y antitumorales (Figura 9).
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Péptidos antibacterianos

Estos representan una gran parte de los PDHs (algunas catelicidinas,
defensinas, hepcidinas) y tienen un amplio efecto inhibidor sobre bacterias
patégenas comunes, tales como: Enterococos, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus comun y resistente a la meticilina, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli en alimentos, Salmonella y, Vibrio

parahaemolyticus en productos acuaticos (Huan et al., 2020).

Péptidos antifungicos (PAFs)

Los péptidos antifungicos actuan contra las infecciones fungicas con mayor
resistencia a los farmacos. Muchos PAFs han demostrado una excelente
actividad antifungica contra hongos patégenos comunes, como Aspergillus y
Candida albicans en medicina clinica, levaduras, hongos filamentosos (por
ejemplo, Aspergillus flavus), moho en alimentacion y agricultura (Huan et al.,
2020).

Péptidos antivirales (PAVs)

Este tipo de péptido muestra un efecto letal sobre los virus principalmente
mediante (1) la inhibicion de la adhesién del virus y la fusion de la membrana
celular del virus, (2) la destruccién de la envoltura del virus, o (3) la inhibicidn

de la replicacion del virus (Jung et al., 2019).

Péptidos antiparasitarios

Los péptidos antiparasitarios muestran su efecto letal sobre los parasitos que
causan enfermedades como la malaria y la leishmaniasis (Mangoni et al., 2005;
Rhaiem y Houimel, 2016) y PDH como catelicidinas, temporinas muestran una

alta actividad de inhibicidn contra parasitos (Abbassi et al., 2013).

Péptidos anticancerigenos (PACs)

Los ACP muestran mecanismos anticancerigenos mediante (1) el
reclutamiento de células inmunitarias (como las células dendriticas) para
eliminar las células tumorales, (2) la induccion de la necrosis o apoptosis de
las células cancerosas, (3) la inhibicidn de la angiogénesis para eliminar la

nutricion tumoral y prevenir la metastasis, y (4) la activacion de ciertas
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proteinas funcionales reguladoras para interferir en la transcripcion y

traduccion de genes de las células tumorales (Wu et al., 2014; Ma et al., 2020).

Péptidos Péptidos
Anti-VIH (109) Anticancer
2% (antitumorales; 231)

5%

Péptidos
Antiparasiticos (116)
3%

- I’:’ép.tidos Péptidos
Antifangicos (1138) Antibacteriales (2666)
26% 60%

Figura 9. Principales funciones de PDHs. Los péptidos antibacterianos representan la mayor
proporcion, aproximadamente el 60%, seguidos de los péptidos antifungicos, que representan
el 26%. Los péptidos antivirales, antiparasitarios, anticancerigenos y contra el VIH representan
aproximadamente el 2-5% (Modificado de Huan et al., 2020).

Mecanismos de accion de los PDHs

La actividad novedosa de los PDH se debe principalmente a su naturaleza
cationica, ya que les permite interactuar con las membranas de bacterias u
hongos, que estan cargadas negativamente y poseen lipopolisacaridos y acido
lipoteicoico (Hancock y Sahl, 2006; Bechinger y Gorr, 2017; Belloti y Remelli,
2021). La farmacodinamica de los PDH es compleja porque sus efectos varian
segun parametros, como la concentracién de péptidos, la localizacién en los
tejidos, el patdbgeno objetivo, la fase de crecimiento y el entorno local. En
consecuencia, la forma de ejercer su accidén puede ser dirigido directamente a
la membrana del microorganismo (Figura 10) o ingresando al agente extrafo
por penetracién directa o endocitosis y ejerciendo diversos mecanismos que
afecten la actividad de este (Mahlapuu et al., 2020).
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Mecanismos de orientacion a membrana

-Modelo tipo alfombra: Los PDHs estan dispuestos paralelamente a la
membrana celular. Su extremo hidréfilo mira hacia la solucion y su extremo
hidréfobo mira hacia la bicapa de fosfolipidos, de esta manera cubriran la
superficie de la membrana de manera similar a una alfombra y destruiran la
membrana celular de una manera similar a un "detergente”. Sin embargo, este
mecanismo de formaciéon de poros requiere un cierto umbral de concentracién
y la concentracion requerida de PDH es alta (Oren y Shai, 1998).

-Modelo de duelas de barril: Los PDHs se agregan entre si, penetran en la
bicapa de la membrana celular en forma de multimeros y forman canales que
conducen a la salida citoplasmatica (Lohner y Prossnigg, 2009).

-Modelo de poro toroidal: En este modelo, los PDHSs incrustados verticalmente
en la membrana celular se acumulan y luego se doblan para formar un orificio
anular con un didametro de 1 a 2 nm (Matsuzaki et al., 1995, 1996),
comprometiendo la barrera de la membrana al crear dominios fluidos
(Omardien et al., 2018).

Debido a la composicién diferencial de las membranas de bacterias, hongos y
mamiferos, estos mecanismos de direccionamiento a la membrana pueden ser
optimizados y asi mejorar los efectos ejercidos por estos (Huan et al., 2020).
Mecanismos de no-focalizacion en la membrana

-Inhibicién de la biosintesis de proteinas: Los PDHs afectan la transcripcion, la
traducciéon y el ensamblaje a través del plegamiento de chaperonas
moleculares al interferir con enzimas relacionadas y moléculas efectoras. Las
chaperonas son proteinas clave para plegar y ensamblar correctamente las
proteinas recién sintetizadas y su estereoisomeria (Huan et al., 2020).
-Inhibicién de la biosintesis de acidos nucleicos: Los PDHs pueden afectar
enzimas clave o inducir la degradacion de moléculas para inhibir la biosintesis
de acido nucleico (Huan et al., 2020).

-Inhibicién de la actividad de la proteasa: Muchos PDHs pueden inhibir diversas
actividades metabdlicas al inhibir la actividad de las proteasas bacterianas
(Huan et al., 2020).

-Inhibicién de la divisidn celular: Los PDHs inhiben la divisién celular al inhibir

la replicacion del ADN y la respuesta al dafio del ADN (respuesta SOS),
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bloqueando el ciclo celular o provocando el fallo de la separacién cromosémica
(Lutkenhaus, 1990).

Cambio de
conformacion
Modelo de Barril

Modelo de Alfombra \/ Absorcidndela
| N

membrana
R \ c

Tipo Detergente Modelo de poro Toroidal

Figura 10. Mecanismos de accion de PDHs focalizados en la membrana bacteriana
(Modificado de Huan et al., 2020).

PDHs en cocodrilianos

En cocodrilianos se han estudiado en menor medida aspectos evolutivos y
estructurales de los PDHs, si se compara con el extenso numero de
investigaciones realizadas en anfibios y serpientes. A pesar de que en diversas
investigaciones se resalta el sistema inmune de estos y la capacidad de
reconocimiento de amplio espectro de microorganismos y patégenos que
poseen. En la mayoria de los organismos los genes del sistema inmunitario
suelen ser los que evolucionan mas rapidamente en el genoma,; debido a la
coevolucién de los hospedadores y sus patégenos (Chakraborty et al., 2022).
Esto se refleja en algunos PDHs reportados, de los cuales pueden existir
paralogias. La duplicacién de genes de PDHs podria deberse a la relajacion
de las restricciones sobre los genes duplicados, favoreciendo Ila
neofuncionalizacion y la diversificacion sin ser restringidos a retener las
funciones originales para permitir la adaptacién a conjuntos de patégenos
(Tennessen, 2005; Peschel y Sahl, 2006; Mylonakis et al., 2016).
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Hasta la fecha se han descrito algunos PDHs de cocodrilidos (Tabla 2), los
mas estudiados en estos animales han sido las catelicidinas, que seran
descriptas con mayor detalle en préximos capitulos y, las defensinas. Sin
embargo, se ha informado de la presencia de hepcidinas, leucrocinas,
lisozimas y otros compuestos que pueden considerarse potenciales PDHs.
Las defensinas, han sido reportadas no sélo en la familia Alligatoridae sino
también en la familia Crocodilidae, especificamente en C. porosus. Santana et
al.,, (2021) identificaron cinco nuevas variantes de beta-defensinas de
cocodrilianos de A. mississippiensis (Am2HR, Am11R, Am17RV, Am23SK) y
C. porosus (Cp13QK). Los péptidos lineales se sintetizaron, plegaron,
purificaron y evaluaron por su actividad antimicrobiana y antibiofilm contra
patdgenos bacterianos relevantes para la biologia de los cocodrilos y la salud
humana: Salmonella enterica serovar typhimurium, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloacae y Acinetobacter baumannii. La variante Am23SK mostré
una prometedora actividad contra células plancténicas y biofilm de bacterias,
superando a la beta-defensina 3 humana en las condiciones experimentales.
Ademas, Am23SK no mostrd citotoxicidad frente a células de mamiferos y
ejercio efectos inmunomoduladores in vitro.

La beta-defensina 13 de C. porosus (CpoBD13) fue descrita por Williams et al.,
(2023). CpoBD13 presentd una potente actividad antifungica dependiente del
pH del medio. Se dirige a la membrana y es mas eficaz en un entorno acido.
Esto se debe al uso de residuos de histidina para el enganche del acido
fosfolipido fosfatidico, lo que permite a CpoBD13 mostrar una actividad
diferencial en un rango de valores de pH ambiental. CpoBD13 muestra una
actividad membranolitica dependiente del pH, lo que indica que los reptiles
pueden regular la actividad de la defensina a través de un mecanismo natural
de "interruptor de histidina". Esto significa que los residuos de histidina pueden
cargarse para activar o desactivar la actividad antifungica en funcion del pH
ambiental.

En A. sinensis Tang et al., (2018) informaron de 20 nuevos genes de beta-
defensina (AsBDs) (Tabla 2) y distinguieron seis ortdlogos en aves y nueve
AsBDs paralogos que sufrieron eventos de duplicacion génica. La alineacion
de aminoacidos muestra que los AsBD paralogos, al igual que las alfa-

defensinas, codifican un fragmento critico en la secrecion mas largo en
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comparacién con los ortdlogos y experimentan una presion selectiva
significativamente mayor que los ortélogos, pero una fuerza evolutiva similar a
la de las alfa-defensinas.

Los cientificos han explorado y notificado la diversidad de PDHs expresados
en C. siamensis en busca de nuevas estructuras y funciones. Por ejemplo, la
presencia en el extracto de leucocitos de cocodrilo de una proteina similar a la
lisozima (Pata et al., 2007); el compuesto Crocosin que no contiene
aminoacidos (Preecharram et al., 2010); los péptidos activos en fragmentos de
la cadena de globina alfa y beta (Srihongthong et al., 2012; Anwised et al.,
2013); las proteinas P50 y P80 del extracto de proteina hepatica parcialmente
purificada (Anwised et al., 2022), entre otros.

En el caso de las hepcidinas en C. siamensis (Cshepc), Hao et al., (2012)
examinaron su actividad antibacteriana, y se obtuvo que pudo inhibir
significativamente el crecimiento de las bacterias Gram negativas E. coli y
Aeromonas sobria, asi como las bacterias Gram positivas S. aureus, y Bacillus
subtilis in vitro, lo que sugiere que Cshepc, al igual que la hepcidina humana
podria desempefiar un papel en la funcién antibacteriana en la respuesta
inmune innata de los huéspedes.

En otra investigacién, se purificaron extractos de glébulos blancos de C.
siamensis y se obtuvieron las leucrocinas I-IV (Pata et al., 2011), las cuales
mostraron una potente actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
epidermidis, Salmonella typhiy, Vibrio cholerae, dirigida a las membranas
externa y citoplasmatica. También se probd el efecto hemolitico frente a
glébulos rojos humanos. Las leucrocinas |, Il y IV mostraron menos toxicidad
contra los glébulos rojos humanos que la leucrocina Il. Las leucrocinas | y Il no
mostraron homologia con ningun péptido antimicrobiano en las bases de datos,

lo que indica que son nuevos péptidos antimicrobianos.

25



Tabla 2. Clases, secuencias aminoacidicas y propiedades fisicoquimicas de PDHs reportados
en cocodrilianos (Modificado de Cordero et al., 2024).

o _ Peso Hidrofobicidad Carga »
Clase PDH Péptido Secuencia molecular H, %, s Actividad
(ba) Kcal*mol)
ASBD105a HCKRNDSNCRHTPCKPEERIIGWCLSTHVCCRKALL 4208.94 28.56 +8
(Kcal*mol-1)
ASBD105B HCKEKERKTGLCTVNYVCCL 2327.78 2099 2
‘ASBD105y KCGRKEFVIGTCPKGLICCRIL 242803 718 =8
ASBD1058 RCLRNEHTIGSCSSNHACCKRH 2512.84 2605 5
ASBD106a CSSNEVMAGKCYGSYLCCVPR 227065 165 2
ASBD106B CLISEVMAGKCYGSYVCCVPR 2281.76 2645 2
ASBD107a FCFGGEVKLGSCAFLRPCCKELPGL 2675.24 2403 2
ASBD106y CTGHEVMVGKCYGTFICCVRM 2337.85 o1 =
) ASBD107p FCFRGEVKLGSCTFLHPCCKELLG 268623 2008 +
Asinensis Betadefensina | 5513 [CFHGERWIGNCNGGHQHCCK 239973 5723 2 A
ASBD12 TCLSGEVRIGDCF TPVILCCKKYLARKT TGELQGGA 383252 35:57 3
ASBD101 DCEAGEEQIGTCYRQTMVCCRDEE 2769.01 5065 =z
ASBD102 VSLCDGHIRLLGCNCCSSH 2064.46 1208 G
ASBD104 GSCRPGSVIPVRCPYRTVCCRRR 262214 5374 +6
ASBD10 TCPPTFEASGTCHNGALLCCSKVPGY 2593 a2 2
ASBD5 SCPRQFVSFGTCTRECMCCIRRTRD 255646 25,50 +6
ASBDS ICPPNTKYIGSCKQLGNCCQRV 242588 2002 5
ASBD14 LCPIFMKAIGTCYDGAAKCCRRCI 2637.27 2150 2
ASBD108 TLCHSLEKYVGRCHHGLRNCCVDDYVLKYKM 3685.33 2055 =
AmZHR HCKRNDRNCRHTPCKPAERIIGWCLSTYVCCR 3820.48 o078 49
AMTIRR RCRKGLF CRPKCGQKEHVIGTCPKGLICCR 339117 06 68
A Beta AM17RV RCNLLNGVCRHTLCHSLEKYIGRCHRGLRNCCV 3826.55 +50 Antimicrobiano
-022 Antibiofilm
AM23SK ‘SCRFSGGYCIWNWERCRSGHFLVALCPFRKRCCK 2070.82 o2t +58
Betadefensina | Cp13QK QCRNNHGHCRRLCFHGEQWIGNCNGRHQHCCK 3833.32 13 +4.1
© porosus ?:f:nsina13 CpoBD13 SYYSTLQCRNNHGHCRRLCFHGEQWIGNCNGRHQHCCK 4548.09 (Zrz:lmcm 27 Antifingico
AM-CATH36 | GLFKKLRRKIKKGFKKIFKRLPPIGVGVSIPLAGKR 4058.14 0.314 +13
A mississippiensis Catelicidina AM-CATH28 |  KIKKGFKKIFKRLPPIGVGVSIPLAGKR 3076.90 0.340 +9 Antimicrobiano
AM-CATH21 | GLFKKLRRKIKKGFKKIFKRL 2633.37 0149 1
Ao CATID RRSCUNGHKRRRGSGTRRGRF SHAH PR o om o
Asinonsis Catelicidina As-CATH3 PAKPKPRPGKLSSFTLHLAPGSDGKPRCHYP 3535.2 0.281 +5 x:'b"ifﬁfl?:'am
Ao CATHA RRGLFKKLRRKIRKGF KIIFKRLPPVGVGYS 22025 028 s ‘Antinflamatorio
As-CATHS5 TRRKFWKKVLNGALKIAPFLLG 2257.2 0.485 +6
As-CATHB TRWLWLL RGGLKAAGWGIRAHLNRNQ 3044.6 0.458 +5
C. siamensis RN15 RNCTWLFSTKLKLPA 1778.14 46 % +3
As-CATH7 KRVNWRKVGRNTALGASYVLSFLG 2693 _0.15 +4.76
A.sinensis o As-CATHg KRVNWAKVGRTALKLLPYIFG 2431 006 +4.76 Antimicrobiano
¢ AsBD108 TLCHSLEKYVGRCHHGLRNCCVDDYVLKYKM 3685.33 36.55 +3 ‘Antibiofilm
] Gg-CATHS TRRKVWWKKVLNGAIKIAPYILD 2670 _0.39 +4.76
G. gangeticus
Gg-CATH? KRVNWRKVGLGASYVMSWLG 2308 011 +3.76
Hepcidina Cshepc FNSHFPICSYCCNCCRNKGCGLCCRT 2033.46 2776 +13
(Keal"mol1)
] NGVQPKY 806.99 1% +1 Anfimicrobiano
- i NAGSLLSGWG 956.3 40 % +0
Alfat VLSSDDKCNVKAVWCKVAG 2022.37 52 % 1
Alfa2 VLSSDDKCNVKAV 1377.58 46 % 0
Alfa3 KVAGHLEEYGA 1173.29 36 % 0
Beta4 WHKVDVAH 991.12 50 % 2
. siamensis Alfas HEAVNH 70573 3% +1
Beta6 ASFGEAVKHLDS 1260.37 41 % 0 N
Hemocidina Beta? ASFGEAVKHLDSIR 1529.72 2% 1 ;\“nﬁcx.da_me
Alfa8 VWAIHHPGSLTPEV 1554.81 46 % 1
Alfad VWAIHHPGSLTPEVHAS 1850.11 44 % 2
Alfa10 VVWAIHHPGSLTPEVHASLDKF 2353.71 45 9 +2
Alfat1 AHHPGSLTPEVHA 1465.63 35 % +2
Alfa12 AIHHPGSLTPEVHASLDKFL 2169.47 40 % +2
Beta13 AAHYPKDFGL 1118.26 40 % +1




Alternativas computacionales en el diseio, desarrollo y modificacion de

PDHs. Definiciéon y ejemplos en cocodrilianos

La implementacién de enfoques computacionales para desarrollar compuestos
racionales y novedosos con actividad antimicrobiana mejorada también se ha
aplicado en las investigaciones de PDHs en cocodrilianos. Han surgido
diversas estrategias basadas en machine learning (ML) para disefar nuevos
PDHs y modificar los ya existentes. EIl ML emplea modelos o algoritmos
capaces de clasificar informacion procedente de bases de datos y predecir la
estructura y la actividad de estos péptidos, a partir de rasgos tanto a nivel de
aminoacido como de péptido. En este ultimo caso, los rasgos considerados
incluyen aspectos relacionados con la secuencia y con la estructura (El Naga
y Murphy, 2015; Aronica et al., 2021; Yan et al., 2022).

Los modelos de prediccion para los PDHs incluyen k-nearest neighbor, support
vector machine, redes neuronales artificiales, random forest y otros algoritmos.
Estos modelos pueden entrenarse utilizando caracteristicas como la
composicidon de aminoacidos, la longitud, el peso molecular, la carga y la
hidrofobicidad (Aronica et al., 2021).

Como se ha mencionado anteriormente, ML se aplica no solo para predecir
secuencias de PDHs, sino también para predecir la estructura tridimensional
de éstos (Figura 11). La técnica de codificacion de la estructura general puede
aplicarse a la prediccion de PDHs, ya que proporciona informacién de la
estructura del péptido completo, convirtiendo estos datos en wuna
representacion numérica y finalmente describe la estructura del péptido
mediante la forma tridimensional basada en su potencial electrostatico (Spanig
y Heider, 2019; Sowers et al., 2023). La estructura del péptido ayuda a
identificar descriptores, que incluyen la anfilicidad, carga neta y longitud. Estos
descriptores ayudan a definir clasificadores y se utilizan para clasificar los
péptidos en funcion de su eficacia (Torres et al., 2021), ademas esta prediccion
es una herramienta util para comprender la union de moléculas a los PDHs,
que desempeina un papel importante en el descubrimiento de farmacos (El
Naga y Murphy, 2015; Aronica et al., 2021; Yan et al., 2022; Sowers et al.,
2023).
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Figura 11. Esquema general de las ventajas de los PDHs y diferentes enfoques para mejorar
los retos asociados a las aplicaciones terapéuticas. ML ha demostrado ser un enfoque
prometedor para utilizar modelos de prediccién y disefio de PDHs con menos complicaciones
terapéuticas. Las bases de datos ayudan a entrenar modelos de ML para mejorar los métodos
de prediccion de PDHs (Modificado de Sowers et al., 2023).

Se ha llevado a cabo el disefio y la modificacion de péptidos, incluyendo
catelicidinas y leucrocinas en algunas especies de cocodrilianos; en C.
siamensis Tankrathok et al., (2019) identificaron el primer gen de la catelicidina
y el péptido RN15 derivado del dominio de la catelina en esta especie, que
presenta actividad antibacteriana. Posteriormente, para mejorar su potencia, el
péptido antibacteriano fue modificado. La secuencia de aminoacidos del
péptido nativo fue sustituida por lisina y triptéfano. Como resultado, el péptido
RN15m4 expresa actividad antimicrobiana contra la mayoria de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas y hongos; el ensayo de tiempo de muerte
muestra que RN15m4 elimina en menor tiempo las bacterias comparado al
péptido nativo, con una baja actividad hemolitica y citotéxica. El estudio de
microscopia electronica de barrido (SEM) mostré la destruccion de la
membrana celular bacteriana causada por el péptido (Jangpromma et al.,
2023).

Otro estudio en C. siamensis realizado por Sosiangdi et al., (2023) aisl6 un
péptido del hidrolizado de hemoglobina: QL17, que demostré tener actividad
antimicrobiana. En QL17, algunos aminoacidos fueron reemplazados por lisina
y triptéfano. Ademas, se hicieron modificaciones para: controlar su mecanismo
de accidon a través de la disrupcion de la membrana bacteriana; mejorar su
actividad antimicrobiana; y asegurar que tuviera baja citotoxicidad contra

células eucariotas. Las variantes se denominaron IL15. De este modo, I1L15.3
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resultd ser un potente agente antimicrobiano y mostr6 una excelente
selectividad frente a bacterias. A través de SEM se confirmé que 1L15.3 actua
contra las bacterias alterando la integridad de la membrana celular y
penetrando en ella. Ademas, la IL15.3 también puede interactuar con el ADN,
lo que sugiere que podria tener un doble modo de accién

A partir del péptido antibacteriano natural Leucrocina | (Pata et al., 2011)
obtenido de glébulos blancos de C. siamensis se derivaron los péptidos KT2 y
RT2 (Anunthawan et al., 2013). Estos se disefiaron mediante sustituciones de
lisina, triptéfano o arginina para mejorar sus propiedades hidrofébicas e
hidrofilicas. También se realizé la amidacién en el extremo C-terminal de la
leucrocina |. Los péptidos resultantes mostraron la capacidad de eliminar
bacterias con un amplio espectro, asi como de inhibir la formacién de
biopeliculas (Anunthawan et al., 2015). Finalmente, se informé de que los
péptidos KT2 y RT2 pueden inhibir las células de cancer de cuello uterino HeLa
y CaSki (Theansungnoen et al., 2016) y provocar la supresion, proliferacion o
migracion de las células de cancer de colon humano HCT-116 (Maijaroen et
al., 2018).

Otro péptido disenado y sintetizado a partir de la secuencia de Leucrocina | de
C. siamensis fue NY15. Se afadieron aminoacidos hidréfobos (Alanina)?,
(Leucina)®, (Fenilalanina)’, (Valina), (Fenilalanina)'" a la parte central de la
secuencia de Leucrocina | para construir un dominio rico mas hidrofdbico.
Ademas, para aumentar la carga positiva en la estructura de los péptidos, se
anadio lisina (K) a los extremos N y C-terminal (dominio hidrofilico lisina) (K2,
K3, K'3) de esta secuencia. La sintesis de NY15 se realizo a partir de todos los
L-NY15 (L-aminoacidos) y todos los D-NY15 (D-aminoacidos). Los resultados
mostraron que el péptido elaborado a partir de todos los D-aminoéacidos fue
mas activo que el correspondiente L-enantidmero, la membrana era la diana
de accion de los péptidos y, tanto el L-NY15 como el D-NY15 no eran téxicos
para las células de mamiferos a concentraciones bacterioliticas (Yaraksa et al.,
2014).

Las investigaciones mencionadas anteriormente en la cuales se realizé la
prediccidn, obtencién, modificacion y optimizacion de péptidos resaltan la
importancia de las herramientas bioinformaticas durante la ejecucion de todos

estos procesos. A continuaciéon, se describen algunas herramientas
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disponibles y de facil acceso que son indispensables en el estudio de péptidos.
La APD (URL: http://aps.unmc.edu/AP/), ahora APD3 (Wang et al., 2015), se
utiliza para calcular las propiedades fisicoquimicas, predecir la potencia
antimicrobiana y el disefio de péptidos. Otro recurso, es la Base de datos de
actividad antimicrobiana y estructura de péptidos (DBAASP) (URL:
https://dbaasp.org/home) que se ha creado para proporcionar a los usuarios
informacion detallada sobre péptidos probados experimentalmente en cuanto
a su estructura quimica y actividad contra dianas especificas (Pirtskhalava et
al., 2021).

Para las representaciones helicoidales de péptidos, son utiles el programa
EmbossPepwheel(https://emboss.sourceforge.net/apps/release/6.6/emboss/a
pps/pepwheel.html) y el servidor web HeliQuest (URL:
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (Gautier et al., 2008). Existen numerosa
herramientas disponibles para predecir la estructura tridimensional de un
péptido. El servidor PEP-FOLD3 (https://bioserv.rpbs.univ-paris
diderot.fr/services/PEP-FOLD/#Usage) (Thevenet et al., 2012; Shen et al.,
2014) tiene un alto grado de precisién, ya que su ultima evolucién mejora el
rendimiento para péptidos lineales de hasta 36 aminoacidos. También se
encuentra disponible AlphaFold, el cual es un sistema de inteligencia artificial
desarrollado por Google DeepMind que predice la estructura tridimensional de
una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos que incluso alcanza
regularmente una precisién que compite con los experimentos (Jumper et al.,
2021; Varadi et al., 2024).

Por ultimo, para estudiar el posicionamiento del péptido en cualquier
membrana, el servidor PPM3 (URL: https://opm.phar.umich.edu/ppm_server)
(Lomize et al., 2012; Lomize et al., 2022) ofrece la funcionalidad de posicionar
proteinas en membranas curvas o planas, simples o multiples, ya que funciona
con 17 tipos de membranas bioldgicas y 4 tipos de bicapas artificiales. Ademas,
puede definir las regiones incrustadas en lipidos de una proteina que abarca
simultaneamente varias membranas o determinar la posicion 6ptima de un
péptido en una micela esférica.

Es evidente que la atencién no solo se centra en encontrar nuevos PDHSs, sino
también en modificarlos y hallar configuraciones optimas que incrementen la

susceptibilidad de las bacterias, lo que convierte al proceso en mas especifico
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y eficaz en el tiempo, el coste y otros recursos de produccion. Sin embargo,
todavia existen retos en el disefio computacional de péptidos antimicrobianos,
como el desarrollo de avances en los predictores de hemolisis y toxicidad de
los péptidos y la precision de la prediccion de la actividad antimicrobiana
mediante algoritmos.

Hasta el momento, Plisson et al., (2020) desarrollaron modelos para predecir
la actividad hemolitica, que predijeron que el 30% de los PDHs no eran
hemoliticos, donde el 91% de las predicciones se consideraron fiables. Estos
modelos de aprendizaje automatico proporcionaron informacion sobre
secuencias de PDHs no hemoliticos, lo que puede ayudar a los investigadores
a desarrollar PDHs con efectos toxicos minimos. Junto con otras técnicas como
la ingenieria de péptidos, las formulaciones y la nanotecnologia, los
investigadores pueden identificar nuevos PDHs con propiedades vy
biodisponibilidad mejoradas para futuras aplicaciones (Lai et al., 2022).
Timmons y Hewage, (2020) elaboraron un novedoso clasificador de red
neuronal artificial para la prediccion de la actividad hemolitica a partir de la
secuencia primaria de un péptido. El clasificador logra el mejor rendimiento de
su clase, con una precision validada cruzada del 85,7%. Esta disponible y es
de uso gratuito como servidor web en https://research.timmons.eu/happenn.
También, mediante ML el disefio racional de los PDHs ha logrado reducir la
longitud aminoacidica de los péptidos, pero manteniendo sus propiedades
antimicrobianas (Deslouches et al., 2013). Del mismo modo, a medida que se
acumulan datos en las bases de datos, los algoritmos de ML se encuentran
continuamente realizando ensamblajes en una cadena de prediccién de
secuencias para superar problemas como la degradacion de los PDHs por
enzimas, la escasa biodisponibilidad oral y la actividad hemolitica (Wang et al.,
2015).

Para los futuros PDHs, es importante adoptar un disefio impulsado por la
funcion y establecer una conexion entre los topicos de estructura y evolucion
para obtener una comprension global de ambos aspectos. Por ejemplo,
estudios recientes han relacionado PDHs con proteinas (IDPs) y regiones
(IDRs) intrinsecamente desordenadas, las cuales se caracterizan por carecer
de una estructura tridimensional definida, son generalmente mas extendidas y

exhiben un comportamiento dinamico extremo (Tompa, 2005; Van Der Lee et
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al., 2014). Recientemente, Latendorf et al., (2019) reportaron que cualquier
péptido cationico lineal que contenga un alto porcentaje de aminoacidos
promotores del desorden y un bajo porcentaje de aminoacidos promotores del
orden podria considerarse antimicrobiano. Informes similares se hicieron para
defensinas (Mattar et al., 2016), NK-lisinas (Yacoub et al., 2017) y catelicidinas
(Yacoub et al., 2016), estos destacan que el desorden intrinseco es importante
para la funcionalidad de los PDHs. La base de datos MobiDB (URL:
https://mobidb.org/) ofrece respuestas a preguntas sobre la relacién entre IDPs
y PDHs. Esta base de datos agrega anotaciones de desorden derivadas de la
literatura y de pruebas experimentales junto con predicciones para todas las
secuencias de proteinas conocidas. Ademas, genera nuevos conocimientos y
capta el significado funcional de las regiones desordenadas procesando y
combinando fuentes complementarias de informacién (Piovesan et al., 2023).
En consecuencia, la hipdtesis de esta investigacion esta basada en que las
catelicidinas del yacaré overo (Caiman latirostris) poseen propiedades
antimicrobianas de amplio espectro, por lo que pueden ser aplicadas
terapéuticamente dentro de medicina veterinaria. Dicha hipoétesis se corroboré

a través de los siguientes objetivos de investigacion:

OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar aspectos estructurales y funcionales de las catelicidinas del
yacaré overo, Caiman latirostris.
Objetivos especificos
¢ |dentificar similitudes y diferencias entre las catelicidinas obtenidas del
genoma de Caiman latirostris y el de otras especies para deducir
relaciones estructurales y evolutivas.
e Obtener por sintesis quimica las catelicidinas identificadas en Caiman
latirostris.
e Detectar las diferentes actividades antimicrobianas de las catelicidinas.
¢ Realizar inferencias sobre el uso de la informacién recolectada para el
desarrollo de elementos terapéuticos con posibilidad de utilizacion en

medicina veterinaria.
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CAPITULO 1. FACTOR DE VENENO DE COCODRILIANOS
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1.1 Introduccién

Las toxinas son principalmente péptidos y/o proteinas codificadas por genes
que evolucionaron a partir de moléculas ancestrales que desempeian
funciones no relacionadas con la produccion de veneno en el organismo
(Casewell et al., 2013). Se considera que los genes que codifican péptidos,
proteinas y toxinas evolucionan rapidamente bajo seleccidn darwiniana
positiva, potenciadas por una redundancia genética generada a través de
eventos de duplicacion génica; en consecuencia, los taxones venenosos han
evolucionado multiples veces durante la evolucion de los metazoos (Fry et al.,
2009; Casewell et al., 2013; Sunagar y Moran, 2015).

Otros estudios sugieren que la evolucion de toxinas y genes similares a toxinas
(TTL) esta determinada por la seleccion purificadora en linajes venenosos
antiguos como cnidarios, coleoideos y artrépodos (Pineda et al., 2014; Jouiaei
et al., 2015). Por el contrario, los analisis de los genomas del ornitorrinco
(Ornithorhynchus anatinus) y las avispas parasitas (Nasonia vitripennis,
Trichomalopsis sarcophagae) mostraron en estos linajes que la cooptacion de
genes de una sola copia es el proceso dominante que da forma a la evolucién
de las toxinas (Wong et al., 2012; Martinson et al., 2017). Otros autores
propusieron que los procesos que contribuyen a la evolucion de las toxinas
venenosas en la mosca Dasypogon diadema, son multimodales e incluyen (i)
cooptacién dependiente de la expresidén de genes de mantenimiento, (ii)
neofuncionalizacién después de eventos de duplicacion de genes, y (iii) genes
huérfanos especificos de linaje altamente expresados (Drukewitz et al., 2019).
Mas recientemente, un analisis comparativo a gran escala de la distribucion de
la familia de genes TTL en multiples genomas de metazoos reveld la presencia
de multiples genes TTL en todos los linajes investigados, incluidos los
conocidos como no venenosos. Estos linajes no venenosos, sin embargo,
tienen menos genes TTL en comparacion con los linajes venenosos (Surm et
al., 2019). Ademas, gran parte de la diversidad de familias de genes TTL
observada en Metazoa es especifica de cada linaje (43%, 29 de 68 familias de
genes) y esta asociada con origenes independientes de taxones venenosos
(Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013).

El factor venenoso (FV) es un componente inusual del veneno de algunas

serpientes pertenecientes a la familia Elapidae (Birdsey et al., 1971; Eggertsen
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et al., 1981; Takahashi y Hayashi, 1982). Dado que el FV fue descripto por
primera vez en diferentes especies de cobra, inicialmente se conoce como
factor de veneno de la cobra (Naja sp.) (FVC). Este componente no es toxico,
sino que es una proteina que se encuentra en el veneno de la serpiente que
facilita la entrada de los elementos toxicos del veneno en el torrente sanguineo,
induciendo la activacion del complemento en el lugar de la envenenacion al
escindir C3 y C5, liberando localmente las anafilatoxinas C3a y C5a altamente
activas (Krishnan et al., 2009; Vogel y Fritzinger, 2017).

Estructuralmente, el FV es una glicoproteina de 149 kDa, compuesta por tres
cadenas: cadena alfa (68,5 kDa), cadena beta (48,5 kDa) y cadena landa (32,0
kDa), las cuales se encuentran unidas por enlaces disulfuricos. Esta ultima
cadena puede exhibir heterogeneidad de tamafo en su extremo C-terminal
(Vogel y Fritzinger, 2010). La estructura secundaria consta de un 11% de alfa-
hélice, un 47% de beta-hojas, un 18% de beta-vueltas y un 20% restante.
Ademas, tiene una estructura elipsoidal irregular y alargada con unas
dimensiones de 137 A por 82 Ay, - 7,4% (p/p) de contenido en carbohidratos
(Vogel et al., 1996).

La actividad anticomplemento del FV se describioé por primera vez a partir del
FVC en 1903 (Flexner y Noguchi, 1902). Durante varios afios, los esfuerzos de
investigacion sobre el FV se centraron en describir el efecto anafilotoxico asi
como su actividad anticomplemento (Friedberger et al., 1913; Vogt y Schmidt,
1964; Muller-Eberhard et al., 1966; Ballow y Cochrane, 1969; Miller-Eberhard
y Fjellstrom, 1971). Finalmente, se propuso que el FVC puede activar el
sistema del complemento de los mamiferos porque es un homologo funcional
del componente del sistema del complemento: C3b, un fragmento activado de
C3 (Krishnan et al., 2009). Tanto el C3b como el FVC comparten el propdsito
comun de activar el sistema del complemento e incluso comparten los primeros
pasos para desencadenar ese proposito. Al igual que el C3b, el FVC se une al
factor B del suero en presencia de Mg2+. El complejo resultante es una
convertasa C3 de baja actividad (Xu et al., 2001), pero la divisidon posterior del
factor B da lugar a la CVFBb, una eficiente convertasa C3 que tiene como
objetivo el mismo enlace de C3 que las auténticas convertasas del sistema del

complemento. Esto es posible porque el FVC y el C3b tienen el dominio
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proteico CUB, necesario para la formacion de convertasas (Krishnan et al.,
2009; Vogel y Fritzinger, 2017).

La glicoproteina FV se ha aislado de diferentes especies de Elapidae
mostrando estructuras y actividades similares (Eggertsen et al., 1980; Tanaka
et al., 2012; Tambourgi y Van den Berg, 2014). Hasta ahora, se ha informado
de la presencia del FVC y complemento C3 en cobras (Eggertsen et al., 1981;
Vogel et al., 1996). Asimismo, en la serpiente de cabeza de cobre de las tierras
bajas (Austrelaps superbus) se encontraron dos isoformas de proteinas
similares al FVC (AVF-1, AVF-2) y dos isoformas del complemento C3 (AsC3-
1, AsC3-2). Esas cuatro isoformas encontradas en A. superbus estan
estrechamente relacionadas, con mas de un 96% de similitud de aminoacidos
entre las regiones codificantes (Rehana y Kini, 2007).

En cocodrilianos, no se ha informado de la presencia de FV. Sin embargo, al
igual que en A. superbus, Merchant et al., (2016) informaron de diferentes
isoformas C3 codificadas por dos genes del complemento C3 (C3-1, C3-2) en
los genomas de Alligator mississippiensis, Crocodylus porosus y Gavialis

gangeticus. Las secuencias de aminoacidos derivadas de las dos proteinas del

complemento C3 de las especies de cocodrilianos mencionados mostraron 69%

de identidad (Merchant et al., 2016).

La duplicacion de genes seguida de la neofuncionalizacion o
subfuncionalizacion de una de las copias, dando lugar a una nueva funcion
génica (Drukewitz et al., 2019), ha sido una importante fuente evolutiva en
eucariotas durante décadas. Algunas investigaciones sugieren que pudo ser
fundamental para el éxito de la radiacién en los organismos verdaderos (Zhou
et al., 2010) que implicé la presencia de una copia extra de un gen que permitid
el desarrollo de nuevas funciones sin restricciones funcionales (Malhotra,
2017). ElI FV puede ser un excelente ejemplo de como la evolucion ha
modificado un gen preexistente (C3) en un potente componente del veneno
(FV), aprovechando el sistema del complemento de la presa en beneficio del
depredador (Vogel y Fritzinger, 2017).

Considerando lo expuesto en los parrafos anteriores, la pregunta que surge es
la siguiente: ¢ es posible que los cocodrilos posean este componente no toxico
del veneno que solo poseen algunas serpientes? Para responder esta

incognita e identificar el FV en los cocodrilianos, se amplificaron muestras de
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ADN de C. latirostris y se estudiaron las relaciones filogenéticas entre el FV y
las secuencias del gen del complemento C3 de algunos cocodrilidos junto con
las secuencias de los genes: FVC, AVF-1, AVF-2 y del complemento C3 de

algunas serpientes Elapidae.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Secuenciacion génica

Mediante un estudio bioinformatico sobre la caracterizacion del complemento
C3 de C. latirostris, basado en un BLAST-n realizado entre la secuencia del
complemento C3 de A. mississippiensis y el genoma completo de C. latirostris
(CoGe; https://genomevolution.org/coge/), se obtuvieron secuencias que
corresponden al FV en cocodrilos segun la base de datos Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Para confirmar la presencia de FV en el genoma de C. /atirostris, se disefiaron
dos pares de cebadores especificos (Tabla 3) para amplificar el fragmento del
FV en muestras de ADN de la mencionada especie. Para el disefio, se utilizd
el software Primer3Plus (Untergasser et al., 2012) basado en una secuencia
de C. latirostris con un 100% de identidad respecto al FV de A. mississippiensis
(XM_014610875.2).

Tabla 3. Cebadores especificos utilizados para amplificar el FV de C. latirostris.

Nombre del Secuencia 5'-3'
Cebador
VF7-F GCAAACAACTTCCCTCTGCCT
VF7-R CACGTACCACAACCTTCAGC
VF10-F GCATTTTTCCTCAGGTCCGAT
VF10-R CGTACCACAACCTTCAGCTCT

Se amplificaron siete muestras de ADN de C. latirostris utilizando los
cebadores especificos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen final de:

e 25yl con 1X tampdn estandar

e 2.5 pl de cada cebador (0,1 nM/pl)

e 1 ulde MgCl50 mM
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e 2,5l de mezcla de dNTP (200 mM)

e 0,10 pl de Taq ADN polimerasa (5 U/pl) (Invitrogen®)

e 50 ng de ADN

e En cada serie de reacciones de PCR se incluyé un control negativo que

contenia todos los reactivos excepto el ADN

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Bioer Life Express® de
96 pocillos, con 30 ciclos incluyendo paso de desnaturalizacion de 1 min a
94 °C, paso de recalentamiento de 1 min a 63 °C (para VF7) y 58 °C (para
VF10), y paso de extension a 72 °C de 2 min en cada ciclo iterativo. Ademas,
se utilizé una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min y una extensién
final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de
agarosa al 1,5% vy, a continuacion, se purificaron y secuenciaron (Applied
Biosystems, Macrogen Inc., Corea).

La confirmacion de que se aislé correctamente el FV en cocodrilidos se realizd
comparando las secuencias obtenidas de la secuenciacion con las secuencias
disponibles en Genbank utilizando BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul et al., (1990)).

1.2.2 Analisis filogenéticos

Las secuencias del FV y el complemento C3 de Caiman yacare, C. latirostris,
Crocodylus niloticus, C. porosus y Crocodylus siamensis se obtuvieron de la
base de datos Comparative Genomics (CoGe; https://genomevolution.
org/coge/). Las secuencias pertenecientes al FV/FVC y complemento C3 de
Chelonia mydas, Chelonoidis abingdonii, Chrysemys picta bellii Dermochelys
coriacea, Gopherus evgoodei, Mauremys reevesii, Terrapene carolina triunguis,
Anolis carolinensis, Gekko japonicus, Alligator sinensis, A. mississippiensis,
Ophiophagus hannah, Naja naja, Naja kaouthia y A. superbus (Tabla 4) se
obtuvieron de la base de datos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

38



Tabla 4. Secuencias de GenBank incluidas en los analisis filogenéticos.

Especies

Identificador de
secuencia FV/IFVC

Identificador de
secuencia

complemento C3

Chelonia mydas

XM_037888109.1

XM_037888055.2

Chelonoidis abingdonii

XM_032790562.1

XM_032783234.1

Chrysemys picta bellii

XM_005310165.3

XM_008174762.3

Dermochelys coriacea

XM_038379131.2

XM_038378509.2

Gopherus evgoodei

XP_030403321.1

XM_030547452.1

Mauremys reevesii

XM_039514221.1

XM_039514933.1

Terrapene carolina triunguis

XM_026660649.1

XM_029913718.1

Anolis carolinensis

XM_003216808.3

XM_003216747.3

Gekko japonicus

XP_015278269.1

XP_015281276.1

Alligator sinensis

XM_025203981.1

XM_006023345.3

Alligator mississippiensis

XM_014610875.2

XM_006265601.3

Ophiophagus hannah JQ418342.1 ETE59418.1
Naja naja CQ985772.1 L02365.1

Naja kaouthia U09969.2 AY588977.1

Austrelaps superbus AY903291.1, DQ110889.1 DQ149984 .1,

DQ149985.1

Todas las secuencias estudiadas se alinearon mediante MAFFT (Katoh et al.,
2019) y se visualizaron y editaron mediante MEGA X (Kumar et al., 2018).
Las secuencias del FV y complemento C3 se analizaron por separado
utilizando haplotipos unicos de especies de cocodrilos, serpientes, tortugas y
lagartos.

En primer lugar, se analizaron las siete secuencias de C. latirostris obtenidas
por secuenciacion (Cl1_7, CI2_7, CI3_7, CI1_10, CI2_10, CI3_10, Cl4_10)
junto con las secuencias similares al FV de A. mississippiensis y A. sinensis,
utilizando Pterocles gutturalis como grupo externo (XM_010081900.1). A
continuacion, se analizaron las secuencias del FV obtenidas del Genbank junto
con las secuencias del FV de C. latirostris y C. yacare obtenidas de sus
genomas mediante métodos bioinformaticos, utilizando el mismo grupo externo

que en el analisis anterior.




Utilizando el procedimiento anteriormente descripto, se realizé el analisis
filogenético del C3 utilizando Gallus gallus (NM_001396143.1) como grupo
externo.

El modelo de sustitucion nucleotidica de mejor ajuste para el analisis del FV
(TVM+G) y el analisis del C3 (HKY) se obtuvo utilizando JModelTest 2.1.7
(Darriba et al., 2012) considerando el Criterio de Informacion de Akaike (AIC).
Para establecer el marco temporal en el que los cocodrilianos pueden haber
adquirido proteinas similares al FV o una secuencia ancestral similar, se
estimaron los tiempos de divergencia (tiempo hasta el ancestro comun mas
reciente, TMRCA) entre las secuencias analizadas.

Los analisis del FV y el complemento C3 se realizaron utilizando “Constant
Size” como probabilidad anterior del arbol y una datacién estricta por reloj
implementada en BEAST 1.8.2 (Drummond et al., 2012), que permite estimar
los tiempos de divergencia incorporando simultaneamente la heterogeneidad
de tasas y la incertidumbre de los parametros de sustitucion, la topologia del
arbol y las edades de calibracion considerando un marco bayesiano
(Drummond et al., 2006; Brandley et al., 2010).

Se realizé la calibracion de los tiempos de divergencia tomando como dato de
referencia la divergencia entre aves y cocodrilianos, datada hace unos 240 Ma
(Green et al., 2014). A partir de esta referencia, se estimé el TMRCA mediante
una distribucién normal con una media de 240 Ma y una desviacion estandar
de 5,0 Ma. La estimacién para el FV incluyd 600 millones de generaciones
muestreadas cada 1000 generaciones y para el complemento C3 incluyé 400
millones de generaciones muestreadas cada 1000 generaciones. La
convergencia y la estacionariedad se evaluaron utilizando Tracer v.1.6
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) (Rambaut et al., 2018). Luego, el 10%
de las generaciones se descartaron como burn-in y se resumio la distribucion
posterior utilizando un arbol consenso de regla mayoritaria y arboles de
probabilidades posteriores. Los cladogramas se visualizaron utilizando el
programa FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2009).

También se realiz6 un analisis conjunto de las secuencias del FV y del
complemento C3 utilizando la opcion implementada en BEAST 2.4.5,
STARBEAST, un modelo coalescente multiespecie para estimar el arbol de

especies (Bouckaert et al., 2014). Asumimos para ambos genes (FV y C3) un
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reloj molecular estricto y el modelo de sustitucion de nucledtidos de mejor
ajuste (GTR) obtenido por JModelTest 2.1.7 (Darriba et al., 2012). Se realiz6
un MCMC bayesiano para 100 millones de generaciones con una frecuencia
de muestreo cada 5000 generaciones. El periodo de Burn-in y la convergencia
se visualizaron utilizando Tracer v.1.6 (Rambaut et al., 2018). A través de
TreeAnnotator, se identific6 un arbol consenso que mejor representd la
distribucion posterior, y se visualizé utilizando DensiTree (Bouckaert, 2010;
Drummond et al., 2012).

1.3 Resultados

Los resultados de la secuenciacion confirmaron la presencia del FV en
cocodrilianos. El fragmento del FV encontrado en el genoma de C. latirostris
tiene 209 pb. El mismo tamafio de fragmento se encontré a través de BLASTn
en otras especies de cocodrilidos: A. missippiensis, A. sinensis, C. yacare, C.
porosus, C. niloticus y C. siamensis.

El analisis filogenético de las secuencias obtenidas mediante los cebadores
del FV de C. latirostris y las secuencias del GenBank (A. mississippiensis, A.
sinensis) mostr6 dos clados principales: (1) el clado de especies
pertenecientes al género Alligator, y (2) el clado que incluia las secuencias

obtenidas mediante los cebadores VF7 y VF10 (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético experimental del FV. Incluye las secuencias obtenidas de C.
latirostris y secuencias del GenBank de A. sinensis y A. mississippiensis. Se utilizé P. gutturalis
como grupo externo. Las probabilidades posteriores son superiores a 9 para la mayoria de los
nodos, a menos que se indique lo contrario. La barra inferior muestra el tiempo de divergencia
de la escala temporal en Ma.

El arbol del FV obtenido mediante el analisis de BEAST incluyendo sélo las
secuencias de la base de datos genética (Figura 13) mostré una topologia
similar a la del arbol realizado con las secuencias del complemento C3 (Figura
14). Sin embargo, comparando todas las edades de los nodos de ambos
arboles es evidente que los tiempos de divergencia son mas tempranos en el

gen del complemento C3 que en el gen del FV.
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Figura 13. Arbol filogenético del FV. Las probabilidades posteriores son superiores a 9 a
menos que se indique lo contrario. La barra inferior muestra la escala temporal en Ma.
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Figura 14. Arbol filogenético del complemento C3. Las probabilidades posteriores son
mayores que 9 a menos que se indique lo contrario. La barra inferior muestra el tiempo de
divergencia de la escala temporal en Ma.

Ambos arboles filogenéticos se organizaron principalmente en cuatro clados:

tortugas, cocodrilianos, serpientes y lagartos. Ademas, en ambos arboles se

observo que el ancestro comun mas cercano entre cocodrilianos y tortugas (FV:

Figura 13, nodo d; complemento C3: Figura 14, nodo c) era diferente del de
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serpientes y lagartos (FV: Figura 13, nodo e; complemento C3: Figura 14, nodo
d), y la divergencia entre los cocodrilianos y el ancestro comun en ambos
arboles siempre fue la mas reciente (Figura 13, nodo g; Figura 14, nodo f).

El arbol del FV (Figura 13) mostr6 una baja sustitucion de nucledtidos,
especificamente en cocodrilianos y tortugas. Por el contrario, las serpientes
mostraron la mayor tasa de sustitucién de nucleétidos en ambos arboles (FV:
Figura 13, nodo e; complemento C3: Figura 14, nodos d, g). Sin embargo, en
el arbol del FV, la tasa de sustitucion de nucledétidos resulté mayor.

Del mismo modo, el arbol de densidad de las secuencias del FV y el
complemento C3 obtenido mediante STARBEAST vy visualizado en DensiTree
(Figura 15) reflejé en su topologia una organizacion similar a la de los clados
mostrados en los arboles filogenéticos anteriores (Figuras 13 y 14), con clados
de cocodrilianos, tortugas, serpientes y lagartos. Algunas especies de lagartos
son mas similares a los cocodrilianos y a las tortugas, y otras especies de
lagartos estan mas proximas a las serpientes (Figura 15). También, en el arbol
de densidad es evidente un cierto nivel de incertidumbre, sin embargo, en la
raiz del arbol existe una clara division en grupos, igualmente dentro de los

clados.

Chelonoidis
Gopherus

Figura 15. Arbol consenso de densidad del FV y el complemento C3. Basado en el anélisis de
secuencias del set de datos utilizado y 3712 topologias. Se generaron un total de 26.995
arboles, mostrados en verde. El canal raiz se muestra en negro.
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1.4 Discusioén

La presencia de la secuencia del FV en especies distintas a las serpientes
puede explicarse considerando a la duplicacion génica como punto de origen
(Fry, 2005), su presencia en los cocodrilianos sugiere la existencia de veneno
en los antepasados de estos reptiles. El fendbmeno de la duplicacion génica
promueve la evolucion adaptativa permitiendo que un gen duplicado desarrolle
una nueva funcion (modelo de neofuncionalizacién) y dividiendo las funciones
ancestrales entre los duplicados (Malhotra, 2017; Chapal et al., 2019). Sin
embargo, segun Chapal et al., (2019), la duplicacion puede proporcionar un
beneficio adaptativo a través de la cooperacién en lugar de la divergencia
funcional, permitiendo una dinamica de dos factores con propiedades
beneficiosas que no se pueden lograr con un solo gen.

De esta forma, la existencia del FV en serpientes que pertenecen a la familia
Elapidae es razonable porque la funcién de defensa no sélo cubre el aspecto
inmunoldgico del depredador (a través de la funcién del complemento C3) sino
también el de mantener a la presa lo suficientemente suprimida como para
lograr el éxito de la depredacion (a través de la accion del FV). Entonces, surge
la pregunta: el FV fue funcional alguna vez en los cocodrilianos o es un
vestigio heredado de un antepasado comun?

Los procesos de restriccion y reclutamiento que siguen a la duplicacion de
genes también pueden estar implicados en el origen del FV. Segun Hargreaves
et al., (2014), muchas toxinas venenosas se expresan en una amplia variedad
de tejidos corporales, incluida la glandula salival de reptiles no venenosos, por
lo que estos genes se han restringido a la glandula venenosa tras la duplicacion,
no el reclutamiento.

Los resultados obtenidos por secuenciacion (Figura 12) confirman la presencia
del FV en cocodrilianos, tal vez como un remanente de un ancestro comun, tal
y como se muestra en los analisis filogenéticos (Figuras 12, 13 y 14). En los
arboles de genes del FV (Figuras 12 y 13), la organizacion de las secuencias
de cocodrilianos en diferentes clados indica que el FV ha sufrido algunos
cambios especificos de especie que causan esta divergencia observada en la
topologia de los arboles. Sin embargo, la organizacion y topologia de los

arboles: FV (Figura 13), complemento C3 (Figura 14) y DensiTree realizado
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con informacion de ambos genes (Figura 15) fueron similares, probablemente
debido a la homologia entre el FV y el complemento C3 ya que a nivel proteico
tienen un 85% de identidad de secuencia y un 92% de similitud de secuencia
(Vogel y Fritzinger, 2017). Esta similitud en la topologia y la organizacion de
los clados también sugiere que en los cocodrilianos el complemento C3 puede
ser un paralogismo de las proteinas similares al FV. Ademas, basandose en
los eventos mencionados anteriormente (duplicacion, restriccion vy
reclutamiento de genes), el complemento C3 esta asociado al FV (Xu et al.,
2001; Fry, 2005; Krishnan et al., 2009; Hargreaves et al., 2014; Vogel y
Fritzinger, 2017).

Aunque Fry, (2005) sugirié que se ha producido una duplicacion de un gen del
complemento C3 para dar lugar al FV, y también datos de transcriptomica
revelan que el complemento C3 se expresa en diversos tejidos corporales de
multiples especies, incluida la glandula salival de reptiles no venenosos, y que
una copia paraloga de este gen se ha restringido por tanto a la glandula del
veneno tras la duplicacion (Hargreaves et al., 2014), aun no existen estudios
que hayan evaluado como podria aparecer y transmitirse el FV en los
cocodrilianos.

Considerando la lenta tasa evolutiva reflejada tanto a nivel molecular como
cromosomico (Alfaro et al., 2009; Jetz et al., 2012; Pyron et al., 2013; Oliveira
et al., 2021) y la existencia del FV en los cocodrilianos, los receptores olfativos
(OR) pueden ser considerados como un punto clave para su comprension,
debido a la duplicacién de genes (Niimura y Nei, 2007), y también porque estos
repertorios reflejan casi exclusivamente la retencion de genes ortdlogos
ancestrales presentes en el ancestro comun de los cocodrilianos (Green et al.,
2014).

Las especies de cocodrilos existentes han mantenido similitudes morfoldgicas
durante casi 100 millones de afos (Brochu, 2003; Bronzati et al., 2015; Stubbs
et al., 2021); estos reptiles se diversifican 1000 veces mas despacio de lo
habitual, con una tasa de disparidad baja, siendo unas 10.000 veces mas
lentos que otros grupos animales (Alfaro et al., 2009; Jetz et al., 2012; Pyron
et al., 2013).

El arbol del FV (Figura 13) mostré en cocodrilianos y tortugas el valor de

sustitucion de nucleotidos mas bajo, en comparacion al arbol del complemento
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C3, lo que concuerda con el hecho de que tortugas y cocodrilos tienen
genomas mas grandes debido a la tendencia a acumular y conservar ADN
(OImo, 2008). Por el contrario, la mayor tasa de sustituciéon de nucleétidos en
el arbol del FV se observo en las serpientes, esto puede explicarse a partir de
la funcién del veneno porque los genes del veneno de serpiente han estado
expuestos a diferentes presiones de seleccion (Malhotra, 2017), y la evolucién
del veneno de serpiente se ha caracterizado por al menos 24 eventos de
reclutamiento (Fry, 2005).
Existe una gran diversidad de venenos basada en afinidades filogenéticas,
localidades geograficas, edad de las serpientes y dieta (Mackessy y Saviola,
2016).
Esta hiperdiversidad no se limita a los genes de las toxinas, sino que se aplica
a cualquier gen cuyos productos interactuen con otras especies, como
depredadores, presas o patdégenos (Malhotra, 2017). En consecuencia, se
espera que el FV en las serpientes sea hiperdiverso, porque, aunque no es
toxico, esta contenido en el veneno de la serpiente e interactua con otras
especies, proporcionando una funcién para el depredador y la presa. En los
cocodrilianos, se espera que el FV sea menos diverso, debido a que
probablemente no lo utilizan o lo utilizan para alguna funcién diferente a la
depredacion.
Entonces, considerando la baja diversidad, ¢ podrian los cocodrilianos poseer
en su genoma el estado ancestral de la secuencia del FV (FVC en serpientes)?
Otra pregunta es: ¢ fue el FV transferido junto con los otros componentes del
veneno, o fue transferido como una sola proteina? Es importante tener en
cuenta que, si se transmitio junto con los componentes toxicos del veneno, es
probable que los cocodrilianos posean un antepasado venenoso.
A continuacion, se proponen dos hipotesis que pueden explicar como el FV
pudo transmitirse de un ancestro comun a las especies existentes de
cocodrilianos.

e Transferencia horizontal de un elemento transponible y un virus como

vector

La transferencia horizontal (TH) se define como el movimiento de fragmentos

de ADN entre organismos de forma diferente a la reproduccion (Wallau et al.,
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2018). Este fendmeno puede ocurrir cuando un fragmento de ADN invade con
éxito el genoma de la especie receptora y luego se transmite por transferencia
vertical (TV) a la siguiente generacion (Schaack et al., 2010). En eucariotas, se

ha informado de eventos de TH a través de la transferencia de entidades

genomicas conocidas como elementos transponibles (ET) (Daniels et al., 1990).

Se trata de secuencias de ADN muy diversas y repetidas que pueden

desplazarse dentro de un genoma (Feschotte, 2008; Piskurek y Jackson, 2012).

Los ETs se clasifican en: tipo |, que incluye retrotransposones y retrovirus
endogenos y tienen un intermediario de ARN en su ciclo de vida; y tipo Il, que
incluye los transposones de ADN (Boissinot et al., 2019). Dentro del tipo |, hay
dos clases basadas en la presencia o ausencia de repeticiones terminales
largas (LTR): los retrotransposones LTR mas abundantes en los genomas de
reptiles son los elementos Gypsy, Copia y DIRS (Alféldi et al., 2011); y los
retrotransposones no LTR, que incluyen elementos nucleares intercalados
largos (LINEs), elementos nucleares intercalados cortos (SINEs) y los
elementos Penélope (Ichiyanagi y Okada, 2008). Dentro de los LINEs, los
clados L1, L2, CR1y RTE son los mas significativos desde el punto de vista de
la evolucion gendmica de los reptiles (Novick et al., 2009), y los SINE SAURIA
estan ampliamente distribuidos entre los genomas de los lepidosaurios
(Kosushkin et al., 2008; Piskurek et al., 2009).

Los virus como vector de transferencia de ETs han sido una de las alternativas
propuestas. Este es el caso de la transferencia del mencionado SINE SAURIA
desde el genoma de un reptil (la serpiente Echis ocellatus) al genoma del virus
taterapox (TATV), el cual puede infectar a numerosos animales y causar
morbilidad y mortalidad en algunas cepas inmunocomprometidas (Parker et al.,
2018). La transferencia se ha demostrado en las subfamilias de SINEs de
lagartos y serpientes, ya que se identificd una serpiente altamente venenosa
(E. ocellatus) como la especie mas cercana a partir de la cual la secuencia de
SINE descubierta en el genoma del TATV (TATV-SINE) se transfirié al virus
(Piskurek y Okada, 2007). Ademas, se descubrieron repeticiones directas
derivadas del virus flanqueando el TATV-SINE, y la ausencia de ADN derivado
de la serpiente flanqueando el SINE, haciendo evidente su transferencia dentro

del genoma de la serpiente por retrotransposicion (Piskurek y Okada, 2007).
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En particular, los cocodrilianos tienen genomas similares al paisaje genémico
ancestral de ETs de los reptiles, esto significa que la prevalencia de ETs en
sus genomas es alta (Wan et al., 2013; Green et al., 2014; Rice et al., 2017).
Sus genomas se componen de grandes proporciones de transposones de ADN,
incluidos los elementos hAT y PIF-Harbinger (~ 7% del genoma), asi como
elementos LTR Gypsy (~ 3%) (Green et al., 2014) y la recién descubierta
secuencia de retrovirus endogenos: ERV4, que parece ser comun en
cocodrilianos y tortugas (Chong et al., 2014).

Por ello, se propone que una determinada regién del FV o un componente
proteico ancestral genéticamente similar al FV de serpientes se movilizé a
través de ETs a cocodrilos, y el vector podria ser un virus del tipo poxvirus, lo
cual no es inusual porque ha habido informes de caimanes, cocodrilos y
serpientes infectados por estos vectores (Penrith et al., 1991; Huchzermeyer,
2003; Piskurek y Okada, 2007). Aunque colonizar la linea germinal y que la
transferencia tenga éxito es proceso complejo, debido a que los cocodrilos y
algunas serpientes son amniotas (el embrién se desarrolla en el huevo
amniotico) (Boissinot et al., 2019), se ha propuesto que los virus, y en particular
los poxvirus, pueden desempefar un papel en el proceso de colonizacion de
la linea germinal (Piskurek y Okada, 2007), asi como se ha demostrado que
algunos parasitos comparten ETs con su hospedador, lo que sugiere que un
tipo de interaccion intima podria facilitar la transmisién (Suh et al., 2016).

e Transferencia horizontal a través de interaccion depredador-presa

Los cocodrilianos son carnivoros (Gabrey, 2010; Finger et al., 2020) descriptos
como depredadores oportunistas (Delany y Abercrombie, 1986; Wolfe et al.,
1987). Se caracterizan por tener una dieta diversa, que es diferente en cada
clase de tamano (Delany y Abercrombie 1986; Wolfe et al., 1987), por lo
general, las crias comienzan alimentandose de pequefos invertebrados
acuaticos como insectos, crustaceos y caracoles, y mas tarde incluyen
renacuajos, ranas pequefias y peces en su dieta; a medida que crecen, el
tamafo de las presas aumenta e incluye aves y pequefios mamiferos
(Huchzermeyer, 2003).

Ademas, el consumo de reptiles en la dieta de los cocodrilianos representa

entre el 15y el 31% (Gabrey, 2010), las serpientes constituyen mas del doble,
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tanto en numero como en peso, en relacion con las tortugas (Wolfe et al., 1987).
Aunque no constituyen una gran proporcion de la dieta de los cocodrilianos,
las serpientes venenosas (Agkistrodon piscivorus, "Boca de algodén") y no
venenosas también forman parte de la dieta de los cocodrilidos (Wolfe et al.,
1987; Saalfeld et al., 2011).

Por otra parte, las serpientes son estrictamente carnivoras, y el tamafo de su
cuerpo influye en la eleccién de sus presas. Se alimentan de insectos, gusanos,
caracoles, peces, huevos, aves, pequefos mamiferos, ranas, otras serpientes,
lagartos e incluso cocodrilos juveniles (Ernst y Ernst, 2003). Aunque las
serpientes no son las presas mas comunes de los cocodrilos y viceversa, existe
una relacion depredador-presa entre ellos que no puede ignorarse (Ernst y
Ernst, 2003; Saalfeld et al., 2011), porque los costes de fitness asociados a la
envenenacion pueden estimular una "carrera armamentistica" coevolutiva
entre depredador y presa (Dawkins y Krebs, 1979; Thompson, 1999).

En consecuencia, a través de la relacién depredador-presa existente entre
ambos grupos de reptiles, el FV o una secuencia proteica ancestral similar al
FV podria haberse transmitido por TH a partir de ETs de serpientes a
cocodrilos.

Varias investigaciones han propuesto la transmisién de cepas particulares de
bacterias intracelulares por TH desde una presa infectada a sus depredadores
(Yun et al., 2011; Hurst et al., 2012). Un estudio reciente describe un evento
de TH en el que un gen que codifica para proteinas inactivas del ribosoma (RIP)
se transfiri6 de una planta al ancestro de una especie de mosca blanca
conocida como Bemisia tabaci. Las vias que los autores proponen para facilitar
la transferencia son (1) Debilidad de la barrera de Weisman: el principio de que
la informacion hereditaria se mueve solo de las células de la linea germinal a
las células somaticas, entonces, la retroalimentacion del soma a la linea
germinal es imposible debido a la separacion fisica entre las células somaticas
y germinales en los organismos multicelulares (Lapadula et al., 2020), y (2)
Alimentacion de las moscas, ya que en sus primeros estadios de desarrollo
tienen una fase larvaria e ingieren la savia de las plantas, lo que es coherente
con la adquisicién de un gen RIP (Lapadula et al., 2017; 2020).

De esta forma, demostrando que a través de una relacién depredador-presa,

podria haber sido posible la transferencia de un gen RIP; adquiere credibilidad
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la hipotesis propuesta de que el FV podria haber sido transferido por TH
utilizando esta dinamica entre cocodrilianos y serpientes.

Futuras investigaciones seran necesarias para profundizar en como los
cocodrilos adquirieron el FV y su posible existencia en otras especies de

cocodrilos.
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CAPITULO 2. CATELICIDINAS. UNA FAMILIA DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
CONSERVADA Y DIVERSA

Busqueda, deteccidon y aislamiento de catelicidinas en yacaré overo.
Relaciones evolutivas/estructurales




2.1 Introduccién

Las catelicidinas son una familia de PDHs cuya secuencia de aminoacidos es
variable en su region C-terminal. Se almacenan en los granulos secretores de
neutroéfilos y macrofagos y pueden liberarse extracelularmente tras la
activacion de los leucocitos. También se ha encontrado su expresion en células
no leucocitarias, por ejemplo, en células epiteliales (Boman, 1995; Zanetti et
al., 1995; Zanetti, 2005).

Tal como se menciono en capitulos anteriores, la existencia de las catelicidinas
se estableci6 sobre la base de la presencia de un dominio “catelina’
conservado (Kosciuczuk et al., 2012). Este término significa inhibidor de la
catepsina L, por lo que le fue asignado este nombre para reconocer dicha
propiedad (Tomasinsig y Zanetti, 2005).

Esta familia de PDHs fue reconocida por primera vez a principios de los afios
90, su descubrimiento ocurre a partir de la clonacién del ADNc de bactenecina5
(Bach), un péptido antimicrobiano con dominio N-terminal conservado, que
habia sido aislado previamente de neutréfilos bovinos (Zanetti et al., 1993;
Gennaro y Zanetti, 2000; Tomasinsig y Zanetti, 2005).

Luego de Bac5, fue identificado Bac7. Ambas catelicidinas constan de 43 y 60
residuos de aminoacidos, que conforman secuencias diferentes vy
policationicas, con un motivo repetido de prolina (Gennaro et al., 1989;
Kosciuczuk et al., 2012). Actualmente, se sabe que ejercen su efecto
bactericida sin producir una lisis significativa de la membrana y son mas
selectivos a las bacterias Gram negativas en comparacion a las Gram positivas
(Tomasinsig et al., 2010).

De esta manera, se han identificado progresivamente catelicidinas en las
siguientes especies.

e Humanos, catelicidina LL37 (Sgrensen et al., 1997; Zhao et al., 2001;
Koéciuczuk et al., 2012). Esta catelicidina inicialmente aislada de
mielocitos y metamielocitos, se localizé en granulos especificos de
neutrofilos (Fronm Nilsson et al., 1999). También se encontro en células
epiteliales de testiculos, piel (Frohnm et al., 1996; 1997), tracto

gastrointestinal y respiratorio, células “natural killer” (NK), células




gamma delta, células beta y macréfagos (Bals et al., 1998). Ademas de
la accion antimicrobiana, se han identificado otras funciones de LL37,
tales como la union de LL37 a FPRL1 en células mieloides y otros tipos
de células (Yang et al., 2000), la actividad quimiotactica para leucocitos
polimorfonucleares, neutréfilos, monocitos y linfocitos T CD4 (Agerberth
et al., 2000; Yang et al., 2000) y la estimulacién de mastocitos para
liberar histamina (Niyonsaba et al., 2001).

Ratones, catelicidina CRAMP. Este péptido activado, actua contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Gallo et al., 1997; Shin et
al., 2000; Yu et al., 2002).

En cobayas CAP11 (Nagaoka et al., 1997), monos RL 37 (Bals et al.,
2001) y ratas rCRAMP (Termen et al., 2003), son las unicas catelicidinas

gue se han descrito en estas especies.

Por el contrario, en las siguientes especies se han reportado mas de una

catelicidina:

Caballos, catelicidinas eCATH-1 y eCATH-3. Las cuales poseen
actividad antimicrobiana dependiente de la concentracion de sodio
(Scocchi et al., 1999; Skerlavaj et al., 2001).

Cerdos, protegrinas y PR-39 (Kokryakov et al., 1993). Las protegrinas
actuan en bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos y algunos
virus (Kokryakov et al., 1993; Yasin et al., 1996; Ramanathan et al.,
2002; Jang et al., 2007) y, se consideran potenciales antibiéticos de
amplio espectro (Shiy Ganz, 1998; Bals y Wilson, 2003). Mientras que,
PR-39, esta presente en el liquido de las heridas y es muy activo contra
bacterias Gram negativas (Agerberth et al., 1991; Boman et al., 1993).
Ovejas, catelicidinas SMAP29, Bac5, 6, 7.5 (Shamova et al., 1999;
Brogden et al., 2001; Anderson et al., 2004) y OaBac5, 6, 7.5 y 11
(Huttner et al., 1998) con actividad contra bacterias Gram negativas,
Gram positivas y frente a Candida albicans (Anderson et al., 2004).
Cabras, catelicidinas ChBac5 (Shamova et al., 1999) con actividad
contra bacterias Gram negativas.

Pollos, fowlicidinas (chCATH-1, -2 y -3) (Zhao et al., 2001b; Lynn et al.,
2004; Xiao et al., 2006), CMAP27 (Van Dijk et al., 2005) y chCATH-B1
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(Mukhopadhyaya et al., 2010). Las cuales son catelicidinas efectivas en
cepas bacterianas resistentes a antibidticos y, ademas, desempefan
una funcién importante en la defensa innata de los pollos.

e En perros (Sang et al., 2007), ciervos (de Mera et al., 2008), algunas
especies de peces (Uzzell et al., 2003; Durr et al., 2006) y serpientes

(Wang et al., 2008), también han sido reportadas varias catelicidinas.

En cocodrilianos, las catelicidinas descritas se han aislado principalmente de
la familia Alligatoridae. Barksdale et al., (2017) en Alligator mississippiensis,
identificaron, sintetizaron y caracterizaron una catelicidina y dos fragmentos
cortos de AM-CATH21, AM-CATH28, AM-CATH36. Mediante herramientas
bioinformaticas y dicroismo circular, predijeron que el péptido de la catelicidina
de longitud completa tiene una hélice alfa N-terminal y una bisagra Pro-central.
Ademas, se determiné que la catelicidina y los dos fragmentos tienen una
fuerte actividad contra multiples bacterias Gram negativas, incluidos
aislamientos clinicos resistentes a multiples farmacos, Acinetobacter
baumannii 'y Klebsiella pneumoniae. Se observdo que estos péptidos
permeabilizaban la membrana bacteriana y no eran hemoliticos frente a los
glébulos rojos de oveja, ni significativamente citotoxicos frente a las células
epiteliales pulmonares humanas A549. Estos péptidos tienen una actividad
similar a otros PDH de reptiles como los de Naja atra. Sin embargo, AM-
CATH36 (o sus fragmentos) es posiblemente la catelicidina del A.
mississippiensis. La misma tiene una fuerte actividad contra algunas bacterias
Gram negativas y no es significativamente citotoxica para las células de
mamiferos.

Chen et al., (2017) identificaron en Alligator sinensis seis nuevas catelicidinas
(As-CATH1~6) que se expresan principalmente en dérganos inmunitarios y
tejidos epiteliales. Estas mostraron amplio espectro y rapida actividad
antimicrobiana al inducir la alteracién de la integridad de la membrana celular.
También mostraron capacidad para impedir la formaciéon y erradicar las
biopeliculas bacterianas, exhibieron una potente actividad antiinflamatoria al
inhibir la producciéon de 6xido nitrico y citoquinas proinflamatorias inducida por
lipopolisacaridos en macrofagos peritoneales de ratdn; fueron estables a la sal,

la degradacion térmica y la disolucion. Sin embargo, como la mayoria de las
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catelicidinas estudiadas, las As-CATH4~6 presentaron inestabilidad en el
plasma, lo que implica su rapida degradacion tras haber ejercido su funcién en
el huésped.

Posteriormente, Santana et al., (2022) identificaron nuevas catelicidinas en A.
mississippiensis, A. sinensis, Crocodylus porosus y Gavialis gangeticus, las
que demostraron actividades antimicrobianas y antibiofilm de amplio espectro
in vitro contra varias cepas bacterianas, incluidos aislamientos clinicos de
bacterias ESKAPE, las cuales constituyen un grupo de seis principales
patdogenos responsables de infecciones de tipo nosocomial peligrosas y
dificiles de tratar (Mulani et al., 2019). Ademas, caracterizaron las propiedades
antibiofilm de estas catelicidinas. En particular, la catelicidina As-CATHS8
demostré potentes perfiles de actividad in vitro similares a los de los
antibiéticos vancomicina y polimixina B, una rapida eliminacion de células
plancténicas y de biopeliculas, mostré una mayor actividad antibiofilm que la
catelicidina humana LL37 contra Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina y, fuertes efectos antimicrobianos en un modelo de absceso murino
de infecciones bacterianas de alta densidad contra aislamientos clinicos de S.
aureus y Acinetobacter baumannii. En conjunto, estos estudios amplian el
repertorio de catelicidinas conocidas en cocodrilianos que desempefian un
papel importante a nivel del sistema inmunitario innato de estos animales, al
igual que el LL37 en los seres humanos.

Mas alla de las caracteristicas generales de las catelicidinas, y considerando
la notable diversidad molecular, en cuanto a tamafo, secuencia y estructura, y
la preservacion del caracter cationico y anfipatico tipico de los péptidos
antimicrobianos (Tomasinsig y Zanetti, 2005); es evidente el dinamismo de los
procesos evolutivos con el fin de seguir generando familias de genes con
moléculas efectoras tales como los PDHs. Ademas, basandose en la presencia
de estos en vertebrados existentes primitivos, la familia de genes de la
catelicidina puede remontarse a la evolucion temprana de los vertebrados,
aproximadamente hace 300-500 Ma (Tomasinsig y Zanetti, 2005), lo que
justifica su amplia distribucion y sugiere que este tipo de PDH desempeia un
papel relevante en la proteccion del huésped frente a infecciones microbianas.
En este capitulo se describen las herramientas, métodos bioinformaticos y

espectroscopicos aplicados, que permitieron identificar y definir quimica y
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estructuralmente a las dos catelicidinas contenidas en el genoma de Caiman
latirostris estudiadas en esta tesis. También se caracterizan filogenéticamente
ambos péptidos, estableciendo similitudes y diferencias con respecto a otras
especies con el proposito de identificar relaciones estructurales y evolutivas.
También, se describe el proceso de aislamiento, previo a la secuenciacion y

sintesis quimica, de plcat1lat y plcat2lat.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Busqueda y seleccion de péptidos

En el marco de una serie de proyectos llevados a cabo por el LEMA-ICIVET
con la Universidad de Florida (Estados Unidos), se realizaron estudios
de transcriptomica en Caiman latirostris durante los afios 2017 y 2018. Estos
estudios sirvieron como base para la busqueda de péptidos a partir de
las bibliotecas génicas generadas en dichas investigaciones (Tabla 5). Los
trabajos de transcriptomica proporcionaron una base sélida para
la identificacidn y caracterizacion de péptidos de interés, permitiendo avanzar

en la investigacion de manera sistematica y fundamentada.

Tabla 5. Bibliotecas producto de transcriptémica. Los desafios se realizaron con suspensiones
de E. coli. La exposicion del afio 2017 se realizd con el herbicida Glifosato y la del afio 2018,
con el insecticida Cipermetrina.

. o i Desafio Exposicion

Ano | Biblioteca | Organo ||nicio [ Final | Ninguno | Inicio | Final | Ninguno
1 Higado X

2017
2 Sangre X
3 Sangre X X
4 Sangre X X X

2018
5 Sangre X X X X
6 Sangre X X X

A partir de estas bibliotecas, se seleccionaron péptidos detectados en Alligator
mississippiensis y para confirmar la presencia de estos en yacaré overo se
realizaron dos tipos de alineamientos basicos locales de secuencias,
conocidos como BLAST en CoGe (https://genomevolution.org/coge/, Lyons y

Freeling, 2008; Lyons et al.,, 2008), que es la plataforma de gendmica

comparada donde se encuentra disponible el genoma completo de C. /atirostris.
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El primer BLAST que se realizé fue de nucledtidos, debido a que las
secuencias de los péptidos de interés se encontraban en esta forma. Luego,
se hizo un BLAST de proteinas, en el cual la busqueda y alineamientos de las
secuencias de los péptidos de interés se hace con respecto a los aminoacidos

que componen la secuencia.

2.2.2 Predicciéon del potencial antimicrobiano y otras propiedades

relevantes de los péptidos

Una vez confirmada la presencia de diversos péptidos en C. latirostris, y
considerando el potencial antimicrobiano de éstos, se seleccionaron dos
péptidos a los que se denomind: plcatilat y plcat2lat. Para determinar el
potencial antimicrobiano de estos péptidos se utilizaron los predictores AMPA

(https://tcoffee.crg.eu/apps/ampal/do, Torrent et al., 2012) y CAMPr4

(https://campsign.bicnirrh.res.in/), Gawde et al., 2023). Estos algoritmos
proporcionan informacion sobre regiones antimicrobianas del péptido: numero
y localizacion en la secuencia, indice antimicrobiano medio de la proteina y los
tramos predichos, asi como un valor de probabilidad de clasificacion erronea,
es decir, la probabilidad de que el tramo predicho como antimicrobiano se
encuentre en una proteina no antimicrobiana.

También, se evaluaron otras propiedades relevantes de los dos péptidos
seleccionados a través de predictores desarrollados por Timmons Research
(https://research.timmons.eu/). Entre las propiedades evaluadas se
encontraron: actividad hemolitica (Happenn, Timmons y Hewage, 2020),
actividad anticancerigena (Ennaact, Timmons y Hewage, 2021) y actividad
antiviral (Ennavia, Timmons y Hewage, 2021). Igualmente, se determinaron en
la regién madura de ambos péptidos, la cantidad de residuos aminoacidicos
que favorecen al desorden de su estructura tridimensional (Latendorf et al.,
2019).

2.2.3 Determinacion de propiedades fisicoquimicas de plcatllat y
plcat2lat

Se obtuvieron datos de propiedades fisicoquimicas de los péptidos empleando

ProtParam Tool-ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/, Gasteiger et al.,
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2005). Esta es una herramienta que permite calcular varios parametros fisicos
y quimicos para cualquier proteina almacenada en UniProtKB o de una
secuencia particular. Los parametros calculados incluyen el peso molecular, el
punto isoeléctrico tedrico, la composicion de aminoacidos, la composicion
atomica, el coeficiente de extincidén, la vida media estimada, el indice de
inestabilidad, el indice alifatico y el promedio general de hidropaticidad.
También se obtuvieron datos sobre su hidrofobicidad, momento hidrofébico, y

carga neta con el servidor HeliQuest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/, Gautier et

al., 2008), que se explicara su funcién en un préximo apartado.

2.2.4 Determinacion de regiones de plcat1lat y plcat2lat

Las regiones de los péptidos comprendidas por péptido sefal y dominio fueron
delimitadas a través de HMMER: Analisis de biosecuencias mediante modelos
ocultos de Markov (http://hmmer.org/, Finn et al., 2011; Potter et al., 2018).

HMMER se utiliza para buscar secuencias homélogas en bases de datos y

para realizar alineaciones de secuencias. Sin embargo, también esta disefiado
para detectar homdlogos remotos con la mayor sensibilidad posible,
basandose en la fuerza de sus modelos de probabilidad subyacentes.

También, con PeptideCutter (hitps://web.expasy.org/peptide cutter/, Gasteiger

et al., 2005), se determinaron las regiones escindidas por elastasa en los

péptidos en particular.

2.2.5 Prediccion del comportamiento y desempeno de plcat1lat y plcat2lat

en membranas y micelas bacterianas

Mediante el servidor OPM-PPM (https://opm.phar.umich.edu/, Lomize et al.,

2012; Lomize et al., 2022), se examind el posicionamiento de los péptidos
plcat1lat y plcat2lat en membranas (planas o curvas, artificiales o naturales) de
bacterias Gram positivas, Gram negativas y micelas minimizando su energia
de transferencia, se calcularon los modos de union y afinidad de membrana de
los péptidos teniendo en cuenta la influencia del emparejamiento hidrofébico y

la tensidn de curvatura de membrana y, se predijeron deformaciones de
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membrana inducidas por los péptidos. Detalladamente, los parametros que se
determinaron fueron los siguientes:

o Profundidad/espesor hidrofébico (A), es un parametro que indica el
espesor hidrofébico o la profundidad maxima de penetraciéon de los
atomos de proteina en el nucleo hidrocarbonado lipidico.

o Angulo de inclinacién, se calcula entre la normal de la membrana (eje
Z) y el eje de la proteina. El eje de la proteina se calcula como la suma
de los vectores de los segmentos de la estructura secundaria TM (para
proteinas transmembrana) o como el eje principal de inercia (para
proteinas periféricas).

o Transferencia de AG (membrana curva) (kcal/mol), esta energia
corresponde aproximadamente a la energia real de union a la

membrana de las proteinas periféricas.

2.2.6 Determinacion de estructura secundaria y terciaria de plcatilat y

plcat2lat

Las estructuras secundarias y el cribado de las alfa-hélices para los péptidos
plcat1lat y plcat2lat se generaron y determinaron mediante HeliQuest. Este
servidor calcula sus propiedades fisicoquimicas y su composicién en
aminoacidos a partir de una secuencia de aminoacidos de una hélice (alfa-
hélice, 3-10 hélice, 3-11 hélice o 1 hélice), y utiliza los resultados para cribar
cualquier banco de datos con el fin de identificar segmentos proteicos que
posean caracteristicas similares.

Posteriormente, el modelado de la estructura tridimensional de los péptidos se
realizo con la herramienta de prediccion de estructura disponible en ChimeraX
(Goddard et al., 2018; Meng et al., 2023) generados mediante ColabFold
(https://github.com/sokrypton/ColabFold, Jumper et al., 2021; Mirdita et al.,

2022), la cual es una plataforma que ofrece la prediccion de estructuras y

complejos proteicos combinando busquedas rapidas de homologias de
MMseqs2 con AlphaFold2 o RoseTTAFold. De esta manera, se obtuvieron dos
archivos en formato .PDB. Este es el formato de archivo del Banco de Datos

de Proteinas y contiene las coordenadas atdmicas de los péptidos estudiados.
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2.2.7 Validacion de la estructura tridimensional de plcat1lat y plcat2lat

La validacién de la estructura tridimensional de los péptidos plcat1lat y plcat2lat
modelados se realizé en el servidor de modelado de homologia de estructura
de proteinas Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) mediante la herramienta
de evaluacién de estructuras (Waterhouse et al., 2024) que integra varias
herramientas y anotaciones con visores de secuencias y estructuras para
simplificar la exploracién de la calidad y las caracteristicas estructurales de los
modelos macromoleculares.

Luego de validar las estructuras tridimensionales de los péptidos se procedio
a renderizarlos y visualizarlos a través de Mol* Viewer (https://molstar.org/,
Sehnal et al., 2021), un kit de herramientas de cdédigo abierto para la
visualizacién y andlisis de datos moleculares a gran escala. Este renderiza

modelos a detalle atébmico y genera graficos de alto rendimiento.

2.2.8 Deteccion, aislamiento, secuenciacion y sintesis quimica de

plcat1lat y plcat2lat

Para evaluar la presencia real de ambos péptidos en C. latirostris, se disefaron
dos pares de cebadores especificos (Tabla 6) para amplificar los fragmentos
correspondientes a las regiones activas de estos en muestras de ADN de
yacaré overo. Para el disefio de estos, se utilizd el software Primer3Plus
(Untergasser et al., 2012) basados en el genoma de yacaré overo disponible

en CoGe.

Tabla 6. Cebadores especificos disefados para la deteccion de los péptidos de C. latirostris.

Cebador 5'-3' Secuencia
p1-F CTCCTTGTCCTGCCTAGCCG
p1-R TCTTCTCCCTCTCTCCAGCCT
p2-F CCGCCCTATGCAAAAAGGAGA
p2-R AGGGATCACAGATGGGCGT

Fueron amplificadas cinco muestras de ADN de C. latirostris utilizando los
cebadores especificos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen final de 24 pl con 1X tampdn estandar; 2 yl de cada cebador (0,1
nM/ul); 1 pl de MgCl 50 mM; 2,5 ul de mezcla de dNTP (200 mM); 0,10 ul de
Taq ADN polimerasa (5 U/ul) (Invitrogen®) y 50 ng de ADN. En cada serie de
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reacciones de PCR se incluyd un control negativo que contenia todos los
reactivos excepto el ADN.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Bioer Life Express® de
96 pocillos, con 30 ciclos incluyendo paso de desnaturalizacion de 1 min a
94 °C, paso de recocido de 1 min a 58 °C (para plcatilat) y 62 °C (para
plcat2lat), y extensién a 72 °C de 2 min en cada ciclo iterativo. Ademas, se
utilizé una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min y una extension final
a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de
agarosa al 1,5% vy, a continuacion, se purificaron y secuenciaron (Applied
Biosystems, Macrogen Inc., Corea).

Una vez confirmadas las secuencias aminoacidicas de los péptidos, la
empresa Biomatik Corporation realizé la sintesis quimica de estos con el
extremo C-terminal amidado (-NHz2), esta es una modificacion post-traduccional
que mejora la estabilidad del péptido, mimetiza al péptido sintético como
natural, mejora la actividad bioldgica y reduce la inmunogenicidad de estos
(Hymel et al., 2024).

2.2.9 Analisis por UV-Vis y dicroismo circular de plcat1lat y plcat2lat

Con la finalidad de determinar la presencia de alfa hélices en ambos péptidos,
los analisis de UV-Vis fueron realizados en el Instituto de Investigaciones en
Fisicoquimica de Cordoba (INFIQC), Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. Se
enviaron seis viales eppendorf conteniendo cada uno aproximadamente 1.5 ml
de cada péptido, correctamente rotulados (plcat1lat, plcat2lat) por triplicado. El
equipamiento utilizado consistié en un espectrofotdmetro de absorcion UV-
visible Shimadzu 1800 y un espectropolarimetro Jasco J-810.
Las muestras originales fueron analizadas por UV-visibles, para lo cual fue
necesario realizar medidas de espectroscopia de absorcion y obtener muestras
adecuadas para realizar las medidas de dicroismo circular (CD). Las
condiciones de espectroscopia fueron:

e Rango de longitud de ondas (nm.): 190.00 a 300.00

e Velocidad de escaneo: Rapido

e Intervalo de muestreo: 1,0

e Modo de Escaneo: Unico
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e Celda: Cuarzo con paso 6ptico 10 mn
Posteriormente se tomd 1 ml de cada péptido y se lo diluyé a un volumen final
de 5 ml con agua Milli Q. Las soluciones obtenidas se analizaron por CD, con
las siguientes condiciones:

e Ancho de banda: 1 nm

e Respuesta: 4 segundos

e Sensibilidad: Estandar

e Rango de medida: 400 - 210 nm

e Intervalo de toma de datos: 0.2nm

e Velocidad de escaneo:100 nm/min

e Accumulaciones: 4

e Celda: Cuarzo con paso 6ptico de 5mn.

Una vez obtenidos los resultados se analizaron los cromatogramas,
distinguiendo la presencia de picos positivos y negativos, asi como sus rangos

de ocurrencia.

2.2.10 Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos que se realizaron para determinar relaciones
evolutivas/estructurales estuvieron basados en filogenia convencional vy
filogenia estructural. En el primer tipo de filogenia, se incluyeron las secuencias
en formato .FASTA de plcatillat y plcat2lat. Para la filogenia estructural se
utilizaron los archivos .PDB de ambos péptidos. En ambos tipos de filogenias
se incluyeron en formato correspondiente una lista de especies (Tabla 7)
producto de un BLAST en UNIPROT (UniProt), donde se seleccionaron
aquellas secuencias que tuviesen un porcentaje de similitud = 80 % y que
ademas tuvieran una estructura terciaria con una Prueba de diferencia de
distancia local prevista (pLDDT) > 40 (Moi et al., 2023). La pLDDT es una
medida usada por AlphaFold para indicar la confiabilidad de las estructuras de
las proteinas predichas. Altos puntajes de pLDDT indican alta confiabilidad y

precision de la prediccion.
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Tabla 7. Secuencias genéticas incluidas en los analisis filogenéticos secuenciales y
estructurales de plcatilat y plcat2lat. CATH: Catelicidina. CATH-like: Similar a catelicidina.
CAMP: Catelicidina antimicrobiana. Protegrina-like: Similar a protegrina.

Clase Catelicidina Especie Identificador Iden_tificador
secuencia .FASTA archivo .PDB
CATH1 A sinensis AO0A1U7S612 AF-AOA1U7S6I12-F1
CATH2 ) - A0A1U7S9K4 AF-A0A1U7S9K4-F1
A. mississippiensis AOA151P444 AF-AOA151P444-F1
CATH2-like Pelodiscus sinensis K7GI28 AF-K7GI28-F1
CATH3-like Terrapene triunguis AOAG674IR34 AF-AOA674IR34-F1
CATH5 Alligator sinensis AO0A1U7RV49 AF-AOA1U7RV49-F1
Crotalus durissus U5KJJO AF-USKJJO-F1
cascavella
Pseudonaja textiles USKJJ1 AF-USKJJ1-F1
CAMP _ U5KJIM6E AF-U5KJM6-F1
Naja atra B6S2X0 AF-B6S2X0-F1
Ophiophagus hannah B6S2X2 AF-B6S2X2-F1
A. mississippiensis A0A151P4V6 AF-A0A151P4V6-F1
A0A151P502 AF-A0A151P502-F1
A0AB670JQ75 AF-A0A670JQ75-F1
Podarcis muralis AO0AB70JNR3 AF-AQ0A670JNR3-F1
AQAB670JL75 AF-AOA670JL75-F1
A0A670JMF1 AF-A0A670JMF1-F1
Notechis scutatus AO0ABJ1VQM7 AF-A0A6J1VQM7-F1
Pantherophis guttatus AOABP9AWF8 AF-AOA6PY9AWF8-F1
Thamnophis sirtalis
AO0ABI9Y4P1 AF-AQABI9Y4P1-F1
Python bivittatus AO0A2P1AGD5 AF-AQ0A2P1AGD5-F1
Thamnophis sirtalis
AO0ABI9YV49 AF-A0AB19YV49-F1
Sauropsida Notechis scutatus AO0ABJ1W4P4 AF-A0ABJ1W4P4-F1
Thamnophis sirtalis AQABI9XUEQD AF-AO0ABI9XUEOQ-F1
Vipericidina AO0ABJ1VZF3 AF-AQAB6J1VZF3-F1
Pantherophis guttatus AO0ABP9AVE7 AF-AQOABP9AV67-F1
AO0ABP9AUWY AF-AOA6P9AUWI-F1
Thamnophis sirtalis AOABI9XF15 AF-AQABI9XF15-F1
Pseudonaja textilis AO0AB70ZGT4 AF-AQAG670ZGT4-F1
Bungarus fasciatus B6D434 AF-B6D434-F1
Chelonia mydas M7AXNO AF-M7AXNO-F1
Pogona vitticeps A0ABJOUSI8 AF-AODAB6J0OUSI8-F1
Anolis carolinensis HI9GSTO AF-H9GSTO-F1
Pogona vitticeps AO0ABJOUT7IB AF-AQA6J0U7I6-F1
Podarcis muralis A0A670JQ31 AF-AQAG670JQ31-F1
K7FKZ5 AF-K7FKZ5-F1
Pelodiscus sinensis K7FKZ8 AF-K7FKZ8-F1
K7GID5 AF-K7GID5-F1
Anolis carolinensis HOGBP9 AF-HOGBP9-F1
A0AB803TW99 AF-AOA803TW99-F1
Batroxicidina Bothrops atrox U5KJC9 AF-U5KJC9-F1
Lutzicidina Bothrops lutzi USKJT7 AF-U5KJT7-F1
Lachesicidina Lachesis muta U5KJZ2 AF-U5KJZ2-F1
rhombeata
Crotalicidina Crotalus durissus U5KJM4 AF-U5KJM4-F 1
terrificus
Alligator sinensis AOA1U7RNC3 AF-AOA1U7RNC3-F1
Proteina no Chelonia mydas M7BBJO AF-M7BBJ0-F1
caracterizada Pelodiscus sinensis K7FPA2 AF-K7FPA2-F1
Gopherus agassizii AO0A452GHE6 AF-A0A452GHES6-F1
CATH1 Cepphus grylle AOA7L3RITY9 AF-AQA7L3R9T9-F1
Nothoprocta ornata AOA7K7B7Z3 AF-AOA7K7B7Z3-F1
Crypturellus soui AQA7K4KQ66 AF-AQ0A7K4KQ66-F1
Crypturellus undulatus AOA7K4M140 AF-AOA7K4M140-F1
Gallus gallus Q2IAL7 AF-Q2IAL7-F1
Phasianus colchicus A0AB69QJY7 AF-AQAG669QJY7-F1
Glaucidium brasilianum | AOA7L0S204 AF-AQA7L0S204-F1
Caloenas nicobarica AOA7KBSVC5 AF-AQA7KBSVC5-F1
Alopecoenas beccarii AOA7L4F4NO AF-AOA7L4F4NO-F1
Columba livia AOAOH3YPL2 AF-AQOAQH3YPL2-F1
Aves Indicator maculatus AOA7L1GF20 AF-AOA7L1GF20-F1
CATH2 Onvehorhvnch
nyenomyncius AOATKBAT748 AF-AQATKEAT748-F1
coronatus
Furnarius figulus AOA7K5BES6 AF-AOA7K5BES6-F 1
Leptocoma aspasia A0A7L0OUZ62 AF-AOA7L0OUZ62-F1
Gymnorhina tibicen AQA7L1AL80 AF-AOA7L1AL80-F1
Elachura formosa A0A851UUQ5 AF-A0A851UUQ5-F1
Sylvia atricapilla AOA7TK7EG89 AF-AQA7K7EG89-F1
Certhia familiaris A0A851SPQ2 AF-A0A851SPQ2-F1
Chloropsis hardwickii AO0A850VDD6 AF-A0A850VDD6-F1
Vidua chalybeata AOAB51KXP8 AF-AOA851KXP8-F1
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Peucedramus taeniatus

AOA852FVL9

AF-AOA852FVLY-F1

Prunella himalayana AOQA7K5R5L8 AF-AOA7K5R5L8-F1
Prunella fulvescens AOQA7L2ZQW4 AF-AOA7L2ZQW4-F1
Taeniopygia guttata AOAB74GXT6 AF-AOAB74GXT6-F1
Hypocryptadius AOA7L2PTG3 AF-AOA7L2PTG3-F1
cinnamomeus
Loxia curvirostra AOATK7IY58 AF-AOA7K7IY58-F1
Motacilla alba AOA7K5CJP4 AF-AOA7K5CJP4-F1
Nesospiza acunhae AQA7K7RW29 AF-AQA7K7RW29-F1
Setophaga kirtlandii AOA7LOQ8H2 AF-AOA7LOQ8H2-F1
Melospiza melodia AOA7K4PRPO AF-AOA7K4PRPO-F1
Emberiza fucata AOA7K4VSWO AF-AOA7K4VSWO-F1
Rhodinocichla rosea AOA7K8S0I1 AF-AOA7K8SOI1-F1
Sitta europaea AOA7L1UTZ5 AF-AOA7L1UTZ5-F1
Locustella ochotensis AOQA7L1SEV5 AF-AQA7L1SEV5-F1
Alaudala cheleensis AOA7L2BRR9 AF-AOA7L2BRRO-F1
Cnemophilus loriae AODA7KBAWGO AF-ADA7KBAWGO-F1
Thryothorus AOA7K7Z3DO0 AF-AOA7K7Z3D0-F1
ludovicianus
Oxylabes AOA7L2R2N6 AF-AQATL2R2N6-F1
madagascanens:s
Eulacestoma AOA7KECTB6 AF-AQATK8CTB6-F1
nigropectus
Bombycilla garrulus AOA7LIMT11 AF-AOA7LIMT11-F1
Dasyomis broadbenti AQA7K6HTS88 AF-AOA7K6HTS88-F1
Erythrocercus mecalli__| AOATKSPQZ7 AF-AOA7K5PQZ7-F1
Sylvietta virens ADA7LOLLH8 AF-ADA7LOLLH8-F1
Panurus biarmicus AOATK6MTK3 AF-AOATKEMTK3-F1
Callaeas wilsoni AOA7L4KSN4 AF-AOA7L4KSN4-F1
Aphelocoma AOATK7BU44 AF-AQA7K7BU44-F1
coerulescens
Rhabdornis inomatus__| AOATKIKQP? AF-ADATKOKQP7-F1
Cinclus mexicanus AOA7L2JK02 AF-AOA7L2JK02-F1
Pomatorhinus ruficollis AQA7L4JFM7 AF-AOA7L4JFM7-F1
Falcunculus frontatus | AOATK6LJS6 AF-ADATKBLS6-F1
Grantiella picta AOA7TKGELX9 AF-ADA7K6ELX9-F1
Dicrurus megarhynchus | AOA7L0A661 AF-AOA7L0AB61-F1
CATH2-like Aythya fuligula AOABJ3CP19 AF-ADABJ3CP19-F1
Crotophaga sulcirostris | AOA7K5I8Y5 AF-AQA7KS5I8Y5-F1
Gallus gallus Q2IAL6 AF-Q2IAL6-F1
Patagioenas fasciala | aoa1v4y7H8 AF-AOA1V4JTH8-F1
monilis
Caloenas nicobarica ADA7K6SU81 AF-AOA7K6SU81-F1
CATH3 Alopecoenas beccarii AQA7L4F5H3 AF-AOA7L4F5H3-F1
Spizaetus tyrannus AOQA7LOCKIO AF-AOA7LOCKIO-F1
Pluvianellus socialis AOA7L3DQQY AF-ADA7L3DQQ9-F1
Glaucidium brasilianum _| AOA7LOS3LO AF-ADA7LOS3LO-F1
Cochlearius AOA7K8PZZ5 AF-AOATK8PZZ5-F1
cochlearius
Balaeniceps rex AOA7L2UQD4 AF-AOA7L2UQD4-F1
CATH3-like Aythya fuligula AOABJ3CE18 AF-AOABJ3CE18-F1
CATH Coturnix japonica AO0A1Q2TSES AF-A0OA1Q2TSES5-F1
CAMP Aquila chrysaetos AOABB3FBMO AF-AOA663FBMO-F 1
chrysaetos
Proteina no Meleagris gallopavo G1MVF1 AF-GIMVFA1-F1
caracterizada
Odocoileus virginianus | Aoag,0zcz2 AF-AOABJOZCZ2-F1
texanus
CATH2 Bos taurus P19660 AF-P19660-F1
Bos mutus L8HMX5 AF-L8HMX5-F1
Bison bison bison AOABP3J7T2 AF-AOABP3J7T2-F1
CATH3 Bos mutus L8HLN9 AF-LBHLN9-F1
Camelus ferus SOXBT5 AF-SOXBT5-F1
CATH3-like Lipotes vexillifer AOA340WCK1 AF-ADA340WCK1-F1
Cervus hanglu
CATH4 Jarkandensis AOA833SBW7 AF-AOA833SBW7-F1
Neophocaena
Mamiferos CATH4-like asiaeorientalis A0A341BYW4 AF-AO0A341BYW4-F1
asiaeorientalis
Muntiacus reevesi AOA5N3XW86 AF-AOA5N3XW86-F1
Bison bison bison AOA6P3JB74 AF-ADABP3JB74-F1
Bos mutus grunniens AOQAQ97ITKO AF-AO0AQ97ITKO-F1
CATH6 Bos taurus P54228 AF-P54228-F1
Bos mutus L8HMa4 AF-L8HMa4-F1
pos indiots x Bos | Aoaaw28U30 AF-AOA4W2BU30-F1
Camelus ferus S9XMKO AF-S9XMKO0-F1
CATH6-like Odocoileus virginianus | Aopg,j0zDR8 AF-AOAGJOZDRS-F1

texanus
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Balaenoptera
acutorostrata A0A452C7A1 AF-A0A452C7A1-F1
scammoni
Delphinapterus leucas AOQA7F8K2X6 AF-AOA7F8K2X6-F1
AOA7FBKAY7 AF-AOA7F8KAY7-F1
Monodelphis domestica AOA5F8GP44 AF-AOA5F8GP44-F1
K7E365 AF-K7E365-F1
CATHT7-like gggﬁﬁ’f“s VIFgIIanUS |- \oA6J0ZBV9 AF-A0ABJOZBVI-F1
CATH18 Oryctolagus cuniculus P25230 AF-P25230-F1
Protegrina2-like Vicugna pacos AOAG6J3B614 AF-AOA6J3B614-F1
Balaenoptera
Protegrina5-like acutorostrata AOA383ZS81 AF-AOA383ZS81-F1
scammoni
Vipericidina Delphinapterus leucas AOA2YINCO06 AF-AOA2Y9NCO06-F1
Loxodonta africana G3UA57 AF-G3UA57-F1
Fukomys damarensis AOA091DS15 AF-AOA091DS15-F1
Peromyscus AOABIOLNS4 AF-ADABI9LNS4-F1
maniculatus bairdii
Oryctolagus cuniculus G1T9L4 AF-G1T9L4-F1
Neovison vison UBCSV2 AF-UBCSV2-F1
Trichechus manatus AOA2Y9DBN3 AF-AOA2Y9D6N3-F1
latirostris AO0A2Y9R4G3 AF-AOA2Y9R4G3-F1
Loxodonta africana G3SUH7 AF-G3SUHT-F1
CAMP G3UBB9 AF-G3UBB9-F1
Phyllostomus discolor AOA7EBE3Y9 AF-AOATEBE3Y9-F1
AQA6J2MB14 AF-A0A6J2M814-F1
Rhinolophus AOABT1ENAD AF-AOAG71ENAO-F1
ferrumequinum
Myotis myotis A0A7J7UBJ1 AF-A0A7J7UBJ1-F1
Myotis davidii L5LFA3 AF-L5LFA3-F1
Ovis aries P49928 AF-P49928-F1
Delphinapterus leucas AOA2YINIB8 AF-AOA2Y9NI6B8-F1
Phascolarctos cinereus | AOAG6P5LDT9 AF-AOAGP5LDTY9-F1
CAMP-like Trichechus manatus | Aoa2vgQKI7 AF-AOA2Y9QKI7-F1
latirostris
F7A8G5 AF-F7A8G5-F1
Omithorhynchus F7D165 AF-F7D165-F1
Proteina no anatinus F7ARWO AF-F7ARWO-F1
caracterizada AO0ABIBPM85 AF-AOA6I8PM85-F1
Bos taurus E1B8Q6 AF-E1B8Q6-F1
Loxodonta africana G3TU61 AF-G3TU61-F1

Para la filogenia convencional, se utilizé el servidor web IQ-TREE
(Trifinopoulos et al., 2016); que permite hacer inferencias filogenéticas, analisis
rapido de grandes conjuntos de datos y utilizar plataformas informaticas de alto
rendimiento, facilita la inclusion de nuevos modelos (filogendmicos) y tipos de
datos de secuencias e implementa una amplia gama de analisis de maxima
verosimilitud de uso comun.

Previo a la inferencia del arbol, se realiz6 un alineamiento multiple de
secuencias (MSA) utilizando MAFFT (Katoh et al., 2019). Luego, dicho
alineamiento fue visualizado y editado en MEGA X (Kumar et al., 2018).
También, el modelo de sustitucion de nucleétidos mejor ajustado para la
filogenia convencional se obtuvo utilizando IQ-TREE seleccion de modelo
(Trifinopoulos et al., 2016) considerando el criterio de informacion de AIC y
Bayesiano (BIC).

Para realizar las filogenias estructurales se utilizé FoldTree

(https://qgithub.com/DessimozLab/fold tree?tab=readme-ov-file, Moi et al.,
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2023). Este repositorio crea arboles filogenéticos a partir del alineamiento de
estructuras proteicas y la generacion de matrices de distancias utilizando
Foldseek, el cual es un programa informatico que permite comparar grandes
conjuntos de estructuras de proteinas utilizando diversas bases de datos y
parametros (Van Kempen et al., 2024). Tal como se menciond anteriormente
las secuencias utilizadas en este tipo de filogenia fueron las mismas que se
utilizaron en la filogenia convencional, con la excepcion de que los archivos de
entrada no son secuencias FASTA sino archivos de coordenadas PDB. Luego,
la visualizacion de los arboles obtenidos y la comparacion de las topologias se

realizé con Phylo.io (https://beta.phylo.io/viewer/).

2.3 Resultados

2.3.1 Potencial antibacteriano predicho y otras propiedades relevantes de
plcat1lat y plcat2lat

La ubicacion de los péptidos plcatllat y plcat2lat, asi como su sentido de
insercion en el genoma de C. latirostris fueron determinados. Ambos se
encuentran en la region que comprende los 30 mil pares de bases (pb) y se
insertan en el mismo sentido (Tabla 8). Igualmente, mediante predictores se
determind que plcat1lat posee potencial antimicrobiano y antiviral; mientras
que plcat2lat es antimicrobiano, anticancerigeno y antiviral. Ademas, se
establecio que la actividad hemolitica es mayor en plcat1lat en comparacién a
plcat2lat (Tabla 8).

Tabla 8. Propiedades terapéuticas predichas de los péptidos plcatilat y plcat2lat.

plcatilat plcat2lat
Ubicacion en genoma 39959-37667 31347-28004
C. latirostris (pb)
Sentido insercién 3-57 3-5
Potencial AMPA (%) * 6 2
Potencial CAMPRr4 ** 0.93 0.93
Happen ** 0.828 0.046
Ennaact ** 0.096 1.0
Ennavia ** 0.99 1.0

*Potencial AMPA: hace referencia al valor de probabilidad de clasificacion errénea, es decir,
la probabilidad de que la region predicha se encuentre por casualidad en una proteina no
antimicrobiana. **Potencial antimicrobiano segin CAMPRr4, actividad hemolitica segun
Happen, potencial anticancerigeno de acuerdo con Ennaact y antiviral por Ennavia; en estos
potenciales la proximidad al valor 1 indica una mayor probabilidad de la accion predicha
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2.3.2 Propiedades fisicoquimicas de plcat1lat y plcat2lat

Las propiedades fisicoquimicas de plcatllat y plcat2lat demostraron ser
similares para los valores de punto isoeléctrico, carga, momento hidrofébico,
hidrofobicidad y acidez (Tabla 9). Mientras que el peso molecular de plcat1lat
resulté ser mayor al de plcat2lat. También, entre ambos péptidos el porcentaje
de aminoacidos basicos fue mayor en plcat2lat y el porcentaje de aminoacidos
neutros fue mayor en plcatilat, asi como la cantidad de aminoacidos que

favorecen al desorden de la estructura.

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas de la regién madura de los péptidos plcatilat y plcat2lat.
plcatilat plcat2lat

Longitud péptido maduro

ISP 19 12
(aminoacidos)
Aminoacidos que favorecen 8 7
desorden
Peso molecular (g/mol) 2342.86 1487.87
Punto isoeléctrico 12.247 11.39
Carga 5.0 6.0
Momento hidrofébico (MH) 0.355 0.562
Hidrofobicidad (H) 0.524 0.4167
Acidez (%) 0 0
Basicidad (%) 26.316 50
Neutralidad (%) 26.32 8.33

2.3.3 Regiones de plcat1lat y plcat2lat

La longitud total de plcatllat fue de 166 aminoacidos y de plcat2lat 158
aminoacidos. Las regiones correspondientes al péptido sefial, dominio y sitios
de escision por elastasa se determinaron en ambos péptidos (Tabla 10). El
péptido sefal, tanto en plcat1lat y plcat2lat, se encontré entre los primeros 30
pb, seguido por el dominio catelina de aproximadamente 100 pb. Respecto a
los sitios de escision por elastasa, se encontraron 35 sitios en plcat1lat y 29 en
plcat2lat. La region del sitio maduro (6 sitio activo) en ambos péptidos coincidio
con el sitio de corte de elastasa, ubicado uno o dos residuos antes de iniciar la

region madura del péptido.
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Tabla 10. Regiones de las secuencias aminoacidicas de plcatilat y plcat2lat.

Region (pb)

Péptido senal

Dominio “catelina”

Péptido maduro

Sitios de escision por
elastasa (pb)

plcat1lat

1-32

40-140

145-163

35 (2, 9, 17, 20, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 35,
38, 40,47, 49, 50, 51, 52, 64,
70, 83, 97, 103, 114, 122,
129, 132, 144, 147, 152, 156)

plcat2lat

1-22

32-132

138-153

29(13,14,16,17,18, 20, 22,
24,26, 34, 39, 40, 43, 44, 56,
62, 74, 75, 82, 86, 90, 106,
121,123, 124, 136, 145, 149,

153)

2.3.4 Desempeiio de los péptidos en membranas y micelas bacterianas

El comportamiento y desempefio de los péptidos plcat1lat y plcat2lat fue similar

entre la misma especie de bacteria, ya sea Gram negativa o Gram positiva

(Tabla 11). No se evidencié un comportamiento diferencial de los péptidos de

acuerdo con el tipo de membrana (interna o externa). De esta manera, plcat1lat

demostré ser mas hidrofébico, pero posee el potencial de insertarse en la

membrana bacteriana con un menor angulo de inclinacion que plcat2lat.

Ademas, plcat1lat resulté tener una mayor energia de transferencia (energia

libre de Gibbs) en membranas curvas, planas y micelas en comparacion al

plcat2lat. No obstante, plcat2lat, también presenta valores negativos de

energia de transferencia, lo cual favorece la interaccién del péptido con

distintos tipos de membranas.

Tabla 11. Prediccion del comportamiento de plcat1lat y plcat2lat en membranas Gram positivas,
Gram negativas y micelas bacterianas.

Transferencia Transferencia
. de AG de AG
Profundidad/espesor
hidrofébicg Angulo de (membrana (membrana
Condicién Péptido A) inclinacion curva) plana)
(kcal/mol) (kcal/mol)
Membrana interna plcatilat 4.2 67° -8.2 -8.2
Gram negativa plcat2lat 2.9 89° -5.2 -4.8
Membrana externa plcatilat 4.2 66° -8.2 -8.2
Gram negativa plcat2lat 24 90° -5.3 -4.9
Membrana interna plcatilat 3.8 65° -8.2 -8.2
Gram positiva plcat2lat 2.6 90° -5.2 -4.9
plcatilat N/A N/A -6.9 N/A
Micela
plcat2lat N/A N/A -5.1 N/A
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2.3.5 Estructuras de orden superior de plcat1lat y plcat2lat

Mediante los predictores se determinaron las estructuras secundarias y el
cribado de alfa-hélices de los péptidos plcatilat y plcat2lat. Ambos péptidos
demostraron estar constituidos en su mayoria por residuos no polares y
residuos basicos, con caras hidrofébicas. No obstante, plcat2lat demostro
tener una cara hidrofébica mejor definida debido a que la mayoria de los
residuos no polares se encontraban orientados hacia esta, en comparacién a
plcat1lat, que demostré6 tener una cara hidrofébica mas heterogénea
constituida por residuos de distinta naturaleza (Figura 16).

Las estructuras terciarias predichas de ambos péptidos fueron principalmente
de tipo alfa-hélice, con colas cortas (Figura 16). Ademas, plcat1lat demostrd

tener un bucle mas de alfa-hélice y una cola mas larga que plcat2lat.

plcat1lat plcat2lat

Estructura secundaria

Estructura terciaria

Figura 16. Alfa-hélices de plcatilat y plcat2lat. Estructuras secundarias obtenidas mediante
HeliQuest y estructuras tridimensionales de los péptidos generados por ColabFold. En la
estructura secundaria, la disposicidn de los aminoacidos esenciales en las alfa-hélices reflejan
en amarillo los residuos no polares, en azul los basicos, en morado los polares y en verde los
hidrofilicos. El sentido de la flecha indica la cara hidrofébica de la alfa-hélice. Por otro lado, en
las estructuras 3D, las alfa-hélices estan representadas en color rosa y las colas estan
representadas en verde.
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2.3.6 Validacion de la estructura tridimensional de los péptidos plcat1lat

y plcat2lat

Las estructuras tridimensionales de los péptidos plcatilat y plcat2lat fueron
validadas para asegurar la estabilidad energética de éstas, predecir su
desempenio, y determinar los aspectos que podrian optimizarse en estos.

En la validacion del péptido plcatilat (Tabla 12), los criterios evaluados
resultaron ser buenos, pero no éptimos. La puntuacién MolProbity resulté alta
en comparacion al valor del mismo criterio en plcat2lat, indicando interferencias
estructurales que deben ser optimizadas. Ademas, en el estudio de
Ramachandran se determinaron tres residuos que pueden generar
inestabilidad en la estructura del péptido, estos son no favorecidos
energéticamente (RNF), los cuales fueron: A2 arginina, A3 valina, A4
asparagina.

También, la estructura present6 enlaces no favorecidos (ENF), que también
generan inestabilidad en el péptido: A2 arginina-A3 valina, A6 prolina, A14
arginina-A15 fenilalanina, A11 treonina-A12 valina, A3 valina-A4
asparagina, A16 leucina-A17 prolina, A5 triptéfano-A6 prolina, A10 arginina-
A11 treonina, A1 lisina-A2 arginina, A17 prolina, A17 prolina-A18 tirosina. Asi
como también angulos de torsion no favorecidos (ATNF): (A1 lisina-A2
arginina), (A2 arginina-A3 valina), (A3 valina-A4 asparagina), (A17 prolina-A18
tirosina), (A4 asparagina-AS triptéfano).

Los resultados de los criterios de validacion para el péptido plcat2lat (Tabla 12)
resultaron mejores en comparacion a los de plcatllat, debido a que la
puntuacion MolProbity fue menor y no presentdé RNF. Ademas, los ENF (A1
arginina-A2 lisina, A6 lisina-A7 lisina, A9 leucina-A10 lisina, A3 lisina-A4
fenilalanina, A7 lisina-A8 valina) al igual que los ATNF (A1 arginina-Az2 lisina),
(A5 triptéfano-AG6 lisina) resultaron ser menores en numero en comparacion a

los obtenidos para plcat1lat.
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Tabla 12. Criterios para la validacion de las estructuras tridimensionales de plcatilat y plcat2lat.

Criterios plcat1lat plcat2lat Estimado
Puntuacién 2,76 1,46 Menor valor posible
MolProbity

RF 76,47 % 100 % 2 98%

RNF 17,65 % 0 % <0.05%
Rotameros 0 % 0 % <0.3%
atipicos

ENF 11/71 5/107 <0.01%
ATNF 8/231 4/138 <0.1%

2.3.7 Dicroismo circular de plcat1lat y plcat2lat

Los resultados de la secuenciacion confirmaron la presencia de ambos
péptidos en yacaré overo. Sin embargo, en los espectros de absorcion UV-
visibles de los péptidos sintetizados y reconstituidos en el solvente indicado,
dimetilsulféxido (DMSO) (ver Anexo), se obtuvo que en el rango de medicién
las muestras presentaron absorbancias que superaban el limite de medida del
espectropolarimetro (abs: 03-06) debido al DMSO. En consecuencia, los
espectros de CD de ambos péptidos se midieron entre 190 y 400 nm. Ademas,
las muestras debieron ser diluidas 5 veces y el paso Optico de la celda fue de
5 mm.

En el cromatograma de plcat1lat (Figura 18A), se observaron fluctuaciones
significativas entre 210 nm y 250 nm, con picos tanto positivos como negativos,
lo que sugiere la presencia estructural de alfa hélice en el péptido. Igualmente,
el cromatograma de plcat2lat (Figura 18B) sugiere la presencia de alfa hélice,
con picos negativos entre 210 y 240 nm, seguido de picos positivos alrededor
de 230-240 nm, para luego estabilizarse alrededor de 0 mdeg con fluctuaciones
menores, lo que podria indicar que la mayoria de las caracteristicas

estructurales relevantes se encuentran por debajo de esta longitud de onda.

Tanto plcatilat como plcat2lat poseen caracteristicas que sugieren la
presencia de estructuras de alfa hélice, lo cual coincide con las predicciones
bioinformaticas obtenidas, con algunas diferencias en la magnitud y presencia
de picos positivos y/o negativos. Detalladamente, plcat1lat tiene un pico

negativo mas profundo, alcanzando casi -20 mdeg, mientras que plcat2lat tiene
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un pico negativo menos profundo, alcanzando casi -10 mdeg. Ademas, este
ultimo, presenta un pico positivo alrededor de 230-240 nm, el cual no se

observa en plcat1lat (Figura 17).

También, es importante sefalar que a pesar de que ambos péptidos se
estabilizan después de 240 nm, plcat1lat muestra mas fluctuaciones negativas

comparado con plcat2lat, que se estabiliza alrededor de 0 mdeg (Figura 17).
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Figura 17. Cromatogramas de A. plcat1lat y B. plcat2lat, donde se refleja la presencia de alfa
hélices a través de picos negativos entre el rango de 190 y 250 nm.

2.3.8 Analisis filogenéticos

En la filogenia estructural obtenida (Figura 18), parte de las especies
pertenecientes a la clase Sauropsida se agrupd con las especies
pertenecientes a la clase Mamiferos. Igualmente, otra parte de las especies
Sauropsida se agrupo con las especies de la clase Aves. En este ultimo grupo,
se ubicaron plcat1lat y plcat2lat. Particularmente, plcat1lat se encontré mas
préximo al péptido antimicrobiano catelicidina (AF-AOA151P502-F1) de A.
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mississippiensis, mientras que plcat2lat se agrup6 con la catelicidina-5 (AF-
AOA1U7RV49-F1) de A. sinensis.

74



AF-ATAETINCTI-F] Vipesicidn
- AF-AJASTIUMNRI F1 Vipenckdin

-AF-AMABIMLILTE-F1 Vipeancidin
---------- AF-ATAGTIIMEL-F Vipencidn
AR ATAEHNVORTF] Viponcidin
-AF-AMAGPIMWFE-F1 Vipenodn
- AF-ATAGBHY AP F1 Vipancidin

-AF-AMASPIAGDS-F1 Vipanodn
_____ AF-ATAGEYTVASF] Vipancidin
-------- AF-ATAEHWAPF1 Vipesicidin
AF-LISEICOF] Baroockdin
______________ AF-LISEITT-F1 Lutncidin
___________ AF-USIFZF Lachasiodn
4F ___________ AF-LSEIMA-F1 Crotafiodin

AR ATAEEXLEDNF Vipenodn
AF-ATABIINIFI-F] Vipesicidn
AF-AJAEPISNET-F1 Viperiodn
- AF-AJAGPIALIWEF] Vipenadn

- AF-LISEIMEF1 CAMP
- AF-AMAGTIEGTA-F1 Vipencudin

_______ AF-BSSIN0-F] CAMP
—'_F ------- AF-BADA34-F 1 Vipenodin

____________ AF-BGSZF] CAMP

AF-AJABXIUSIE-F1 Vipancidin
AF_HOGETOF Vipericdn

AF-AGABXILTIE-F1 Vipancidin
AF-AQABTONGE1F1 Vipericidin

!— ---------- AR ATAISIPAVE.F1 CAMP

Ar AARAIFAOAST T8 e b el i

75



Figura 18. Arbol estructural de catelicidinas, donde se incluye plcat1lat y plcat2lat (sefialados
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con flechas). Estos se encuentran ubicados en el grupo de los saurdpsidos junto a las
catelicidinas de las aves.

Igualmente, la filogenia convencional (Figura 19) demostré que un grupo de las
especies pertenecientes a la clase Sauropsida se agrupo con las especies de
la clase Aves y otra parte de los Sauropsida se ubicé en el mismo nodo que
las especies de la clase Mamiferos. En este ultimo nodo, se ubicaron plcat1lat
y plcat2lat. También, a diferencia de la filogenia estructural, plcat2lat se
encontré mas proximo tanto a la catelicidina (AF-AOA151P502-F1) de A.
mississippiensis como a la catelicidina-5 (AF-AOA1U7RV49-F1) de A. sinensis,
y plcatllat se ubic6 en una rama distinta al resto de las secuencias

mencionadas.
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Figura 19. Arbol filogenético convencional de catelicidinas, que incluye plcatilat y plcat2lat
(sefialados con flechas). Estos se encuentran ubicados en el grupo de los saurdpsidos junto a
las catelicidinas de mamiferos.
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La comparacion topologica de los arboles obtenidos a través de distintos
enfoques filogenéticos (que se muestran colapsados para una visualizacion
mas comoda) (Figura 20), demostré que las ramas representadas en azul
oscuro en ambos arboles corresponden a nodos idénticos. Es decir, que
poseen la misma topologia. En estos nodos idénticos se agruparon plcatilat,
plcat2lat, la catelicidina (AF-A0OA151P502-F1) y la catelicidina-5 (AF-
AOA1U7RV49-F1). La distancia Robinson-Foulds (RF) fue de 0/0 (NaN%) entre
ambos arboles y la distancia Euclideana fue de 0.28. La tasa de sustitucion en
la filogenia estructural fue de 0.1679 (Figura 20A) y en la filogenia basada en

secuencias genéticas fue de 0.8378 (Figura 20B).
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Figura 20. Comparacién de la topologia de las filogenias A. Estructural y B. Convencional.
Donde se reflejan en color azul los nodos con misma topologia.

2.4 Discusion

2.4.1 Aspectos bioquimicos y estructurales predichos

Estudios de relaciéon estructura-actividad han revelado que parametros
fisicoquimicos y estructurales como la cationicidad, la anfipaticidad, la
hidrofobicidad y la propensién estructural, se encuentran entre los
determinantes mas importantes de las actividades microbicidas y citotoxicas

(Takahashi et al., 2010) de los péptidos de defensa. Es por esto, que en la
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base de la composicion aminoacidica de las catelicidinas y otros PDHs es

donde se originan y preservan sus funciones y actividades.

2.4.1.1 Cationicidad

Como se menciond en capitulos anteriores, los péptidos de defensa del
huésped naturales, en este caso las catelicidinas, suelen tener carga positiva
neta entre +2 y +13. Este es uno de los factores criticos para su actividad
antibacteriana (Takahashi et al., 2010; Ting et al., 2020), debido a que la carga
neta de estos regula en gran medida dicha propiedad bioactiva (Islam et al.,
2023).

La cationicidad es beneficiosa para las interacciones electrostaticas iniciales
entre catelicidinas y los componentes de la membrana bacteriana los cuales
estan cargados negativamente (Takahashi et al., 2010). Tanto en bacterias
Gram positivas como en Gram negativas, las membranas citoplasmaticas son
ricas en fosfolipidos anidnicos fosfatidilglicerol, cardiolipina y grupos con
cabezas de fosfatidilserina, los cuales debido a sus cargas resultan muy
atrayentes para péptidos antimicrobianos (Kundu, 2020). En consecuencia,
varios estudios han revelado una fuerte correlacién entre cationicidad vy
actividad antimicrobiana para péptidos con estructuras alfa helicoidales
(Takahashi et al., 2010).

Los péptidos estudiados, plcat1lat y plcat2lat, demostraron tener cargas netas
positivas iguales a +5 y +6. Lo cual, de acuerdo a Takahashi et al., (2010)
representa el rango 6ptimo para que exista una correlacion positiva entre
cationicidad-actividad antimicrobiana. Ademas, coincide con los valores de
carga neta (+1 a +5) en los que se clasifican los péptidos antimicrobianos alfa-
helicoidales de diferentes especies de anfibios (Islam et al., 2022), los cuales
han sido extensamente estudiados, debido a sus potencialidades, en
comparacion a las mismas moléculas en reptiles tales como cocodrilianos.
Igualmente, otros estudios han reportado catelicidinas de cocodrilianos con
cargas netas similares a las de plcatilat y plcat2lat. Cheng et al., (2017),
reportaron CATH3 (As-CATH3) y CATH6 (As-CATHG6) de A. sinensis con carga
neta +5, asi como también CATH5 (As-CATHS5) con carga neta +6 en la misma
especie de cocodriliano. Estas fueron evaluadas y determinadas como

catelicidinas con potencial antibiofilm. Igualmente, Santana et al., (2022)
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determinaron que CATH7 y CATHS8 de A. sinensis (As-CATH7 y As-CATHS8) y
CATH5 (Gg-CATHS) de Gavialis gangeticus poseen carga neta positiva de
+4,76 asi como también actividad antimicrobiana contra bacterias ESKAPE.
Es importante resaltar, que aumentar la cationicidad mas alla del rango 6ptimo
no conduce necesariamente a un aumento de la actividad antibacteriana. Por
el contrario, se demostré con analogos de la magainina, que un exceso de
carga genera un aumento de la citotoxicidad y una pérdida de la selectividad
celular (Takahashi et al., 2010). Ademas, una elevada cationicidad puede
causar alteracién de la anfipaticidad y, reduccion de la hidrofobicidad vy
propension estructural, lo que repercute negativamente en la actividad
antibacteriana, ya que la presencia de altas concentraciones de cationes en el
entorno reduce las interacciones electrostaticas y, por lo tanto, disminuye la

potencia antimicrobiana.

2.4.1.2 Anfipaticidad (medida como momento hidrofébico)

La anfipaticidad es un parametro esencial en la estructura de los péptidos de
defensa del huésped, tanto naturales como artificiales. Esta propiedad
caracterizada por la separacion espacial de grupos de residuos hidréfobos y
polares, tiene un impacto importante en la actividad antimicrobiana y
citotoxicidad de las catelicidinas (Takahashi et al., 2010; Bui Thi Phuong et al.,
2024), debido a que tras la unidn electrostatica de las catelicidinas a los grupos
de cabeza de los fosfolipidos aniénicos del exterior de las membranas
bacterianas, es la anfipatia la que permite que los segmentos hidréfobos de los
péptidos se inserten en la bicapa lipidica e interactuen con las cadenas acilo
hidrofobas de los fosfolipidos, permeando asi la membrana (Takahashi et al.,
2010).

El momento hidrofobico de un péptido es una medida de su anfipaticidad.
Como se mencion6 anteriormente anfipaticidad se refiere a la distribucion de
los residuos hidrofobicos e hidrofilicos a lo largo de la cadena peptidica. Esta
propiedad es calculada con angulos de rotacion especificos, siendo 100° para
una hélice alfa y 160° para una lamina beta. Estos angulos representan la
orientacion del péptido en el espacio (Eisenberg et al., 1986).

El péptido plcat1lat, resultd menos antipatico si se considera que su momento

hidrofébico es menor con respecto al de plcat2lat (ver Tabla 9). Esto demuestra
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que plcatllat presenta cierto grado de separacién entre las regiones
hidrofébicas e hidrofilicas. Igualmente, para plcat2lat, el valor del momento
hidrofébico sugiere que entre las regiones hidrofébicas e hidrofilicas existe una
definicion y separacion de las regiones mayor que en plcat1lat, haciéndolo mas
antipatico.

De acuerdo con los resultados obtenidos, optimizar la anfipaticidad de plcat1lat
y por consiguiente mejorar la interaccién del péptido con los lipidos de las
membranas bacterianas, es un aspecto importante a tener en cuenta. Sin
embargo, la “anfipaticidad perfecta” a pesar de conducir a una gran actividad
antimicrobiana de amplio espectro (He et al., 2020) no es sinénimo de una
actividad y especificidad 6ptima (Bui Thi Phuong et al., 2024), ya que puede
estar acompafada simultdneamente de una mayor toxicidad contra células
sanas (He et al., 2020), conduciendo a un alto grado de hemdlisis y a una baja
actividad antibacteriana, tal como se demostro con los analogos de gramicidina
S con conformaciones de hoja beta (Takahashi et al., 2010) y para la
catelicidina AN-13 de Gekko japonicus (Wu et al., 2024).

El cambio de los estilos anfipaticos reorganizando los componentes hidrofilicos
e hidrofébicos o aplicando otras modificaciones quimicas puede afectar
significativamente la actividad bioldgica, la selectividad y la interaccién entre la
catelicidina con otros PDHs y membranas diana (Bui Thi Phuong et al., 2024).
Contrario a lo que podria considerarse, es posible mejorar la selectividad y la
potencia antimicrobiana de péptidos de defensa del huésped anfipaticos
perfectos mediante la sustitucion de aminoacidos con propiedades opuestas
en el lado hidrofébico o hidrofilico de la hélice (Bui Thi Phuong et al., 2024). Un
ejemplo de este tipo de modificaciones fue la realizada por Jangpromma et al.,
(2023), donde a partir de una catelicidina de Crocodylus siamensis, RN15
(Tankrathok et al., 2019) los residuos de las posiciones 4, 8 y 15 de la cara
hidrofobica fueron sustituidos por residuos de lisina. De esta forma se logro
mejorar la actividad antimicrobiana del péptido frente a la mayoria de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas y hongos en comparacién con el

péptido original.
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2.4.1.3 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad es el parametro estructural critico que determina la tasa de
destruccion bacteriana ejercida por los PDHs alfa-helicoidales (Zhang et al.,
2021); considerando que, un estudio de mas de 150 PDHs naturales reveld
que los residuos hidréfobos representan en estos generalmente entre el 40 y
60% (Tossi et al., 2000).

Con el aumento de la hidrofobicidad, aumentan las tasas de accién de los
PDHs, incluyendo la unién bacteriana, la neutralizacion de lipopolisacaridos y
la permeabilizacion de la membrana externa e interna. Ademas, los PDHs mas
hidrofébicos tienen mayores tasas de eliminacién bacteriana debido a que
poseen una mejor potencia terapéutica in vivo y una menor propension a
inducir resistencia bacteriana (Zhang et al., 2021).

Entre los aspectos negativos de una elevada hidrofobicidad, se encuentran la
alteracion y mayor penetracion de membranas, el compromiso de la
selectividad celular (Nordahl, 2004) y la reduccion de la especificidad de la
membrana al tiempo que favorece las interacciones con los fosfolipidos
zwitterionicos, promoviendo una toxicidad no deseada para las células
eucariotas (Takahashi et al., 2010).

La hidrofobicidad de los péptidos plcatilat y plcat2lat resulté ser mayor en el
primero. Evidenciandose el predominio de esta propiedad en plcat1lat no solo
en la prediccidon de su capacidad hemolitica (ver Tabla 8), sino también en los
resultados experimentales obtenidos que se describiran en los siguientes
capitulos de esta tesis.

Existe la posibilidad de optimizar la hidrofobicidad de los péptidos,
considerando que los elementos estructurales que intervienen en esta
propiedad son los fragmentos hidrofébicos de residuos unicos, los segmentos
hidrofébicos y la cara hidrofobica de la estructura secundaria (Bui Thi Phuong
etal., 2024). Ademas, la disposicion de los componentes hidrofobos dependera
de la posicion de los residuos en la secuencia peptidica y de la estructura
secundaria (Bui Thi Phuong et al., 2024).

Una manera novedosa de abordar el disefio y modificacion
hidrofébico/anfipatico de la alfa-hélice de los PDHs, de acuerdo con Bui Thi

Phuong et al., (2024), se basa en caracterizar los componentes hidrofébicos (e
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hidrofilicos) que conforman al péptido, e investigar su impacto en las
propiedades bioldgicas de los PDHs.

De esta manera, al ocurrir la conformacion helicoidal los residuos hidrofébicos
suelen agruparse formando distintos modelos anfipaticos (Bui Thi Phuong et
al., 2024). El modelo 2A corresponde a los PDHs que tienen caras hidrofobas
e hidréfilas “perfectas”, agrupando los residuos hidrofilos en una cara de la
hélice, mientras que los residuos hidréfobos se situan en la cara opuesta. Los
modelos 2B y 2C se refieren a los que tienen al menos una cara interrumpida
por la presencia de al menos un aminoacido con propiedades opuestas. En el
modelo 2B, los PDHs tienen la cara hidrofilica interrumpida por residuos
hidrofébicos y, en el modelo 2C tienen la cara hidrofébica interrumpida por
residuos hidrofilicos (Bui Thi Phuong et al., 2024).

De acuerdo con la clasificacion establecida por Bui Thi Phuong et al., (2024)
plcat1lat corresponde al modelo hibrido 2B & 2C y plcat2lat corresponde al
modelo 2C (ver Anexo 3). Por consiguiente y en consecuencia al modelo, si se
quisiera mejorar plcat1lat, no es apropiado sustituir sus residuos “rompedores
de hélices” tales como prolina o glicina por sus formas D- estereorandomizadas,
ya que esto implicaria una pérdida significativa de la potencia antimicrobiana.
En el caso de plcat2lat, es posible mejorar su selectividad y potencia
antimicrobiana sustituyendo algunos de sus residuos aminoacidicos por otros
con propiedades opuestas en la cara hidrofébica o hidrofilica de la alfa-hélice.
Sin embargo, la interrupcion de la hidrofobicidad puede reducir la disrupcién
de la membrana y aumentar la capacidad de penetracion celular, haciendo
evidente la importancia del equilibrio hidrofobicidad-hidrofilicidad para la
actividad biologica de los PDHs (Bui Thi Phuong et al., 2024).

2.4.1.4 Presencia de residuos aromaticos

Los péptidos plcati1lat y plcat2lat presentaron al menos un residuo aromatico,
tal como triptéfano, tirosina o fenilalanina. El triptéfano en particular se
encuentra con frecuencia en los PDHs y se ubica en la region interfacial de las
bicapas lipidicas (Yau et al., 1998). Es capaz de interaccionar tanto con las
cadenas laterales de aminoacidos cargadas positivamente como con el grupo
de cabeza de amino colina de la bicapa lipidica (Dougherty, 2000). Mediante

la asociacién con triptéfano, los residuos catidbnicos como arginina se protegen
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de la naturaleza altamente hidrofébica de la bicapa lipidica y penetran mas
facilmente en esta (Dougherty, 2000). Ademas, la forma grande y voluminosa
de la cadena lateral inddlica del triptéfano interrumpe las interacciones
hidrofébicas entre las cadenas acilo lipidicas, lo que conduce a una mayor
insercion de los péptidos en la bicapa lipidica (Yau et al., 1998). Debido a las
interacciones cation, la inclusion de triptéfano a menudo hace que los péptidos
tengan mayor afinidad por las membranas. La sustitucion del triptéfano suele
asociarse a una menor eficacia contra las bacterias, mientras que la inclusién
de este aminoacido potencia la actividad antibacteriana (Takahashi et al.,
2010).

2.4.2 Relacién y analisis entre secuencia-estructura de plcatllat y

plcat2lat

Tal como se describié en el apartado de los resultados, ambos péptidos
presentaron cromatogramas (Figura 16) asociados a la presencia de alfa-
hélices, de acuerdo con lo predicho por la herramienta ColabFold
(https://github.com/sokrypton/ColabFold, Jumper et al., 2021; Mirdita et al.,

2022). Sin embargo, debido a que plcat1lat presentd mayores fluctuaciones

negativas es probable que la estructura/configuracion de alfa-hélice en este
sea mas pronunciada e incluso mas estable (Tempra et al., 2021) que en
plcat2lat. Igualmente, un contenido mas alto de alfa-hélice puede afectar como
el péptido interactua con otras moléculas y puede influir en su funcion biolégica.
Estudios experimentales previos demostraron que la funcién de los péptidos
antimicrobianos esta altamente correlacionada a la estabilidad de las
estructuras secundarias, como los componentes de la hélice o de la cadena
beta (Cao et al., 2023).

La presencia de alfa-hélices en la estructura de péptidos y otras proteinas es
importante, en tal medida que Tempra et al., (2021) hallaron que la region
correspondiente alfa-hélices parece ser la responsable de la unidon a moléculas
anfifilicas. Ademas, demostraron la dependencia de la union proteina-lipido en

presencia de una estructura helicoidal, debido a que, si el contenido de hélice
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en una proteina es sustancialmente menor, la probabilidad de contacto

disminuye.

El solvente en el cual se reconstituyé el péptido es también un aspecto
indispensable que considerar, ya que afecta la forma de plegamiento de estos
en su estructura. Cao et al., (2023) obtuvieron que la estructura del péptido (A-
222) predicha por AlphaFold2 fue sustancialmente diferente de la estructura
determinada mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)
a pesar de la presencia de hélices alfa en ambas estructuras. La hélice alfa fue
mas larga en la estructura predicha por AlphaFold2 que en la estructura de

NMR, concluyendo que el disolvente afectd al plegamiento del péptido.

En particular, para plcat1lat y plcat2lat los resultados experimentales fueron los
esperados. Sin embargo, es necesario complementar con otra técnica aplicada
para la deteccion estructural de proteinas, tal como NMR, que permita describir
a profundidad las regiones del péptido, ya que es probable que el DMSO haya
afectado el plegamiento de estos a un nivel desconocido a pesar de haber sido

utilizado a una concentracion menor.

El DMSO, posee ventajas sobre otros disolventes organicos, debido a sus
propiedades fisicas aproticas (constante dieléctrica relativa pequefa (€ = 46,8
(2)) y su elevado momento dipolar (4,0 D (2)), que le permiten solubilizar
péptidos helicoidales hidrofébicos (Duarte et al., 2008). No obstante, el DMSO
puede influir en la estabilidad de los péptidos de diferentes maneras,
dependiendo de las caracteristicas estructurales de estos, que, a su vez, dan
forma a las propiedades de sus capas de hidratacion (agua circundante)
(Panuszko et al., 2024). Por lo cual, es evidente que existe una complejidad
inherente a las interacciones proteina-disolvente, que ademas es especifica y
requiere futuras investigaciones para comprender los mecanismos implicados.
Mientras sigan siendo desconocidos estos procesos, es recomendable
considerar las ventajas y desventajas del DMSO como solvente y hacer uso de
éste en concentraciones lo suficientemente bajas como para evitar efectos

colaterales.
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Por otro lado, existe un enfoque novedoso dentro de los PDHs que centra su
atencion en el desorden estructural del péptido y en los residuos que benefician
su ocurrencia. Este plantea que hay aminoacidos polares promotores del
desorden (Glicina/Serina/Treonina/Glutamina/Histidina/Prolina) y aminoacidos
hidrofobos  promotores del orden  (Leucina/lsoleucina/Valina/acido
aspartico/Tirosina/Fenilalanina/Triptofano), los cuales pueden conformar en
mayor o menor medida un péptido, generando IDRs o IDPs. Latendorf et al.,
(2019) plantean que cualquier region proteica intrinsecamente desordenada
con una carga neta positiva, y dependiente de su composicién en aminoacidos

y de la longitud de la cadena peptidica, representa un potencial antimicrobiano.

Considerando lo planteado por Latendorf et al., (2019) es la composicion
aminoacidica y no las caracteristicas estructurales de las IDPs catidnicas, las
que definirian su actividad antimicrobiana. Esto cuestiona el paradigma
estructura-funcion, reflejado en el dogma de Anfinsen, en el que el plegamiento
de una estructura bien definida es un requisito crucial para que una proteina
ejerza una actividad biologica definida (Latendorf et al., 2019). La observacion
de que unos pocos péptidos sintéticos aislados de proteinas desnaturalizadas
resultaron ser péptidos antimicrobianos incluso cuando se invertia o
aleatorizaba su secuencia aminoacidica original, llevé a suponer que también

existen PDHs que carecen de requisitos estructurales (Latendorf et al., 2019).

En consecuencia, los autores denominaron ciertos grupos de PDHs como:
péptidos antimicrobianos catidnicos intrinsecamente desordenados (CIDAMP).
Si las IDPs catidnicas o regiones proteicas intrinsecamente desordenadas
(IDPR) de diversos origenes, que contienen un alto porcentaje de aminoacidos
distintos promotores del desorden son grupos interconectados de
antimicrobianos, los tejidos ricos en IDPR catidnicas y, por tanto, fuentes
potenciales de CIDAMP, podrian representar una importante barrera

antimicrobiana y un sistema de defensa innato en cualquier organismo.

En particular, plcatilat y plcat2lat son cationicos, y contienen residuos que
favorecen al desorden de sus estructuras. Sin embargo, no poseen los
suficientes aminoacidos como para volverlos totalmente desordenados. Siendo

este un aspecto a considerar para optimizar la accién antimicrobiana de estos.
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2.4.3 Estrategias y posibles modificaciones estructurales de los péptidos

Durante la validacion estructural de ambos péptidos (ver Tabla 13), para
plcat1lat en particular, se obtuvo que posee residuos aminoacidicos no
favorecidos energéticamente de acuerdo con el analisis de Ramachandran.
Esto indica que tales residuos hacen menos estable al péptido en general. Para
compensar dicha inestabilidad no soélo existe la modificacion de las
propiedades mencionadas anteriormente, sino también se han reportado
diversas estrategias que ademas pueden mejorar la selectividad de los PDHs,
tales como: sustitucion de residuos por aminoacidos naturales, sustitucién de
residuos por aminoacidos sintéticos, hibridizacion, isomerizacion heteroquiral
de L a D, modificacidon del extremo C/N terminal, ciclizacion e incorporacion
con nanoparticulas (Ting et al., 2020).

Actualmente, es un hecho que los investigadores utilizan distintas
metodologias para el estudio de los PDHs y sus propiedades; ocurriendo una
variacion significativa en el proceso de preparacion del péptido, la seleccion de
microorganismos a testear, la medicidén de los valores concentracion minima
inhibitoria (CMI), entre otros (Islam et al., 2022). De esta manera, es evidente
que es un reto significativo comparar todos los datos y metodologias
disponibles a la hora de realizar alguna modificacion en un péptido pre-
existente. Por lo que la unificacién de criterios iniciales tales como la utilizacion
de herramientas bioinformaticas, y modificaciones pre y postraduccionales
convendrian considerarse como enfoques similares que todo estudio

relacionado a los PDHs debe contener.

2.4.4 Analisis filogenéticos de plcat1lat y plcat2lat

En los dos tipos de filogenias realizadas, ambos péptidos se ubicaron junto a
las catelicidinas, indicando el hecho de que ambos pertenecen a esta clase de
PDH. Sin embargo, a diferencia de la filogenia convencional, la filogenia
estructural demostrd ser la mas precisa en ubicar los péptidos dentro de la
topologia del arbol, ya que los posiciond junto a la clase Aves. Esto coincide
con la organizacién taxonomica actual en la que los cocodrilianos, las aves, los
dinosaurios y los pterosaurios forman un grupo monofilético conocido como

arcosaurios. De este grupo, los cocodrilianos y las aves son los unicos
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miembros existentes; asi que los cocodrilianos (caimanes, aligatores,
cocodrilos y ghariales) son los parientes vivos mas cercanos de todas las aves
(Green et al., 2014).

Otro aspecto importante de la comparacién de ambas filogenias fueron la
distancia RF y la distancia Euclideana. La distancia RF mide el numero de
divisiones (o particiones) que son uUnicas para cada arbol (Bécker y Baumbach,
2013). En este trabajo el valor de RF indica que no existen divisiones unicas
en ninguno de los arboles comparados, lo que implica que ambos arboles son
iguales entre ellos.

Por otro lado, la distancia Euclideana cuantifica las diferencias en las
caracteristicas evolutivas y estructurales de los arboles, ademas de reflejar
otros aspectos, como la longitud de las ramas (de Vienne et al., 2011). El valor
Euclideano obtenido, reportado en la seccién de resultados, sugiere que,
aunque los arboles son estructuralmente idénticos (distancia RF), existen
diferencias en la longitud de las ramas. Esto significa que las distancias
evolutivas representadas por las ramas varian entre los dos arboles.
Visualmente en la Figura 20, donde se comparan la filogenia estructural y la
filogenia basada en las secuencias genéticas se observa que la longitud de las
ramas es mayor en la filogenia estructural. Sin embargo, en la esquina inferior
izquierda de cada filogenia el valor de la tasa de sustitucion obtenido, el cual
es mayor en la filogenia basada en la secuencia genética, refleja con precision
que las secuencias genéticas acumulan mutaciones mas rapidamente
comparado a las estructuras (Studer et al., 2013). Esto se debe a que las
estructuras de las proteinas suelen estar sometidas a presiones selectivas mas
fuertes (Tourasse y Li, 2000). En consecuencia, la tasa de sustitucion en las
filogenias estructurales suele ser menor.

En conclusion, es probable que la mayor longitud de las ramas evidenciada en
la filogenia estructural de la Figura 18 sugiere que el método utilizado por
FoldTree captura cambios evolutivos mas extensos en las estructuras en
comparacién con las distancias genéticas representadas por IQ-TREE. Esto
podria deberse a las diferencias inherentes en cédmo evolucionan los datos

estructurales y de secuencia (Moi et al., 2023).
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CAPITULO 3. PROPIEDADES BIOACTIVAS DE PLCAT1LAT Y PLCAT2LAT

Evaluaciéon del potencial antimicrobiano y antibiofilm de catelicidinas
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3.1 Introduccién

Los PDHs se encuentran incluidos dentro un grupo de péptidos aun mas amplio,
definidos como péptidos bioactivos. Estos a pesar de poseer caracteristicas
muy similares a los PDHs, abarcan una gama de funciones que van mas alla
de la inmunidad, ya que pueden provocar cambios fisicoquimicos en procesos
corporales normales (Quintal y Segura, 2021), los cuales son el resultado de
una composicion unica de aminoacidos, estructura y peso molecular (Quintal y
Segura, 2021). Dado que la mayoria de las funciones corporales son el
resultado de interacciones entre aminoacidos (ya sea como interacciones entre
pequefios fragmentos peptidicos 0 como pequefias cadenas proteicas), los
péptidos bioactivos poseen un gran potencial terapéutico para un amplio
espectro de aplicaciones (Fields et al., 2009; Purohit et al., 2024).

Desde el punto de vista estructural, los péptidos bioactivos ocupan un espacio
unico entre el espectro de los pequefos compuestos quimicos y los
biofarmacos de mayor tamafo. Su tamafo es comparativamente pequeno y
presentan una elevada biodisponibilidad oral. Asi pues, los péptidos bioactivos
son moléculas con gran especificidad y potencia, y menos efectos secundarios
e inmunogenicidad que los biofarmacos basados en proteinas (Craik et al.,
2013; Purohit et al., 2024).

En las ultimas décadas, estos péptidos se han explorado como
inmunomoduladores debido a su capacidad para inducir diversas respuestas
inmunitarias, tales como: (1) produccion de citocinas anti y proinflamatorias; (2)
aumento de la expresion de quimiocinas; (3) neutralizacion de lipopolisacaridos
(LPS) y endotoxinas; (4) regulacion de la produccion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno; (5) estimulo de la presentacion de antigenos; y (6)
activaciéon de la diferenciacién leucocitaria (Martell et al., 2021; Leite et al.,
2023).

Teniendo en cuenta que los PDHs-catelicidinas pertenecen al grupo de
péptidos bioactivos, entre sus multiples funciones estas también desempefian
un papel fundamental en la modulacion de la inflamacion, al influir en las
respuestas de las citocinas y en el reclutamiento de células inflamatorias en
los tejidos enfermos. Consecuentemente, debido a sus multiples y potentes
actividades, muchas catelicidinas de distintas fuentes se han investigado como

agentes terapéuticos para enfermedades infecciosas, autoinmunes e
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inflamatorias, sugiriendo diversos estudios su potencial como estrategia
terapéutica para mitigar estas ultimas (Overhage et al., 2008; Boehmer et al.,
2011; Nagaoka et al., 2020; Guerra et al., 2024).
Algunas investigaciones realizadas con catelicidinas reportan:
e Reduccidén de la inflamacién del colon y promocién de la cicatrizacion
de heridas y ulceras gastricas (Wu et al., 2010)
e Reduccién de la inflamacién en artritis reumatoide por un péptido
derivado de LL37 (Chow et al., 2014)
e Inhibicion de citocinas proinflamatorias en peces cebra y estimulo de IL-
8 para reclutar células inmunitarias (Chen et al., 2019)
e Reduccion de la inflamacion en colitis ulcerosa debido a niveles altos de
vitamina D y LL37 (Gubatan et al., 2020)
e Regulacion de la disminucion de citocinas proinflamatorias y aumento
de IL-10 en macréfagos desafiados con E. coli (Peng et al., 2020)
e Supresion de la inflamacién, reduciendo 6xido nitrico, IL-6, TNF-a e IL-
1B, y mejora de la eliminacion bacteriana (Shi et al., 2022)
e Mejora de la funcién pancreatica y reduccioén de la hiperglucemia en
diabetes tipo | (Cristelo et al., 2023)

En cocodrilianos, particularmente A. sinensis, también se reportaron las
catelicidinas 1, 2, 3, 4, 5, y 6 y con ellas una potente accién antiinflamatoria
(Chen et al., 2017) al inhibir la produccion de O6xido nitrico y citoquinas
proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos en macrofagos peritoneales de
ratén.

Con respecto a la accion terapéutica enfocada al cancer, varias catelicidinas
de distintos organismos han sido investigadas como posibles agentes
antitumorales debido a sus propiedades inmunomoduladoras y su capacidad
para alterar las membranas de las células cancerosas (Guerra et al., 2024).
Ademas, se comprobé que combinar catelicidinas con otros agentes
quimioterapéuticos ha mostrado eficacia y selectividad mejorada para combatir
tumores, minimizando la toxicidad en las células normales (Guerra et al., 2024).
Catelicidinas especificas, como CAT del bufalo, crotalicidina del veneno de
serpiente de cascabel y BF-30 del Bungarus fasciatus, han mostrado

resultados prometedores contra diferentes tipos de cancer. Las catelicidinas
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del pollo y la LL37 humana también han demostrado actividades
anticancerigenas significativas (Baxter et al., 2017; Xu et al., 2019; Perez-
Peinado et al., 2020; Qi et al., 2020; Carrera-Aubesart et al., 2022; Mahmoud
et al., 2022; Agbaria et al., 2023; Chernov et al., 2024). Por otro lado, no se
han reportado catelicidinas de cocodrilianos que hayan demostrado potencial
anticancer. Contrariamente en otro tipo de PDHs en estos animales, como lo
son las leucrocinas se ha confirmado su actividad en células de cancer de
cuello de utero HeLa y CaSki (Theansungnoen et al., 2016) y en células de
cancer de colon humano HCT-116 (Maijaroen et al., 2018).

Las acciones antimicrobianas y antibiofiim de las catelicidinas, también
resaltan como unas de sus principales actividades bioactivas, ya que debido a
su diversidad estructural pueden interactuar con una amplia gama de dianas
microbianas, tales como membranas, componentes de la pared celular, ADN,
ARN, proteinas especificas y complejos proteicos (Raheem y Straus, 2019).
El mecanismo principal de accion antimicrobiana de las catelicidinas implica la
interaccion con las bicapas lipidicas. Los modelos clasicos que describen
dichas interacciones incluyen modelos transmembrana (barril-estaca y poro
toroidal), que ocasionan agujeros en la estructura y modelos sin poros (modelo
de alfombra/detergente y modelo de aglutinacién) (Neville et al., 2006,
Mookherjee et al., 2020), los cuales fueron descritos en un capitulo anterior.
Ademas, es importante resaltar que mas alla de sus mecanismos de accion
independientes, la interaccion entre catelicidinas de distintas clases puede
aumentar la permeabilizacién de la membrana (Rashid et al., 2016) y, aunque
los mencionados procesos que conducen a la disrupcion de las membranas se
explican por separado, podrian existir diferentes mecanismos para un mismo
péptido, ya que incluso cada catelicidina puede posicionarse de manera
diferente en las membranas (Shahmiri et al., 2016; Mookherjee et al., 2020;
Sancho-Vaello et al., 2020; Guerra et al., 2024).

En cocodrilianos, existen investigaciones relacionadas a las acciones
antimicrobianas de las catelicidinas; sin embargo, estos estudios no superan a
las investigaciones existentes en anfibios anuros (principalmente ranas). Estos
son la mayor fuente de péptidos antimicrobianos encontrados en los registros
de la base de datos bibliografica, representando aproximadamente 30% del
total de los PDHs de anfibios (Valera-Rodriguez et al., 2024). Hasta el
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momento en cocodrilianos se han reportado catelicidinas en A.
mississippiensis (AM-CATH21, 28, 36) (Barksdale et al., 2017), A.sinensis (As-
CATH1,2,3,4,5,6,7,8) (Chen etal., 2017; Santana et al., 2022), A. siamensis
(RN15) (Tankrathok et al., 2019) y G. gangeticus (Gg-CATHS5, Gg-CATH7)
(Santana et al., 2022).

Por lo tanto, los recientes avances en la terapéutica mediada por catelicidinas
contra las infecciones microbianas sugieren que estas moléculas serian
prometedoras candidatas a futuros agentes antimicrobianos, capaces de
controlar varios tipos de infecciones bacterianas y viricas. Ademas, el uso de
tecnologias novedosas como la nanoencapsulacion y/o los sistemas de
administracion potencian la eficacia antimicrobiana, contribuyendo al
desarrollo de terapias basadas en la catelicidina con una toxicidad reducida en
comparacion con la terapia PDH unica.

En el siguiente capitulo, se describen las técnicas experimentales utilizadas
para evaluar las acciones bioactivas de las catelicidinas de C. /latirostris,
plcat1lat y plcat2lat, especificamente antibacteriana y antibiofilm. Ademas, se
exponen no solo los resultados microbiolégicos, sino también las micrografias
SEM donde se pueden observar los efectos causados por plcatilat y plcat2lat
sobre las bacterias testeadas. Finalmente, se incluye un andlisis de
citotoxicidad en células de mamifero (linea celular VERO), como aproximacién
inicial a la seguridad de estos péptidos, lo cual constituye un paso esencial

para valorar su potencial aplicacion terapéutica.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reconstitucion de los péptidos plcat1lat y plcat2lat

Ambos péptidos fueron reconstituidos de acuerdo con las indicaciones de la
hoja técnica proporcionada por Biomatik® (ver Anexo 2). El solvente indicado
para la reconstituciéon fue el DMSO. Considerando que el uso de DMSO en
soluciones acuosas de proteinas por encima de una determinada
concentracion puede provocar el desdoblamiento del péptido, debido a la
ruptura de los enlaces de hidrogeno intramoleculares del esqueleto (Duarte et
al., 2008), se utiliz6 DMSO a una concentracion del 5% (Ciandrini et al., 2018).
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De esta manera, se prepararon alicuotas stocks (Turner et al., 2011) de ambos
péptidos a una concentracion final de 1 mg de péptido en 1 ml de DMSO (5%)
(1 mg/ml). Posterior a la reconstitucion, las alicuotas fueron conservadas en

ultrafreezer de acuerdo a la indicacion del fabricante.

3.2.2 Activacion de cepas bacterianas provenientes de ATCC y aislados

clinicos

Para evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de plcat1lat y plcat2lat se
dispuso de bacterias provenientes de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC) y de bacterias aisladas provenientes de mastitis y endometritis bovina
(Tabla 13).

Tabla 13. Bacterias utilizadas para evaluar propiedades bioactivas de plcat1lat y plcat2lat..

Bacteria ATCC Aislado clinico
Staphylococcus aureus 23235 Mastitis bovina
Escherichia coli 25922 Endometritis

Las cepas bacterianas inicialmente fueron activadas en caldo de tripteina de
soja (TSB) durante 24 horas a un rango de temperatura de 33-37 °C.
Transcurrido el tiempo indicado, se realizaron las siembras de cada cepa en
placas de Petri que contenian agar nutritivo. En este medio las cepas
bacterianas permanecieron otras 24 h a 33-37 °C. Luego, a partir de estas
siembras se aislaron entre 1-3 colonias de cada bacteria y se inocularon en
caldo Mueller Hinton (MHB) estéril (Balouiri et al., 2016), obteniendo de esta
manera cuatro soluciones bacterianas, dos correspondientes a cepas ATCC y
dos provenientes de los aislados clinicos.

A continuacién, cada solucién bacteriana fue estandarizada y ajustada a una
densidad éptica entre 0,08-0,12 medido a 625 nm en un lector de microplacas
nano CLARIOstar (BMG LABTECH), conteniendo cada suspension bacteriana
una concentracion de (1-2) x 10E8 CFU/mL (Balouiri et al., 2016).
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3.2.3 Evaluacion de actividad antimicrobiana de plcat1lat y plcat2lat

3.2.3.1 Método de microdiluciéon en caldo

El método de microdilucién en caldo se realizé siguiendo los estandares
aprobados por el CLSI (Instituto de estandares clinicos y de laboratorio),
contenidos en los manuales M07 (Métodos para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana por dilucién para bacterias que crecen aerébicamente, 2012),
M100 (Estandares de rendimiento para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, 2016) y de acuerdo con el protocolo expuesto por Balouiri et
al., (2016).

Inicialmente, se agregaron 50 pl de MHB estéril desde el pocillo 2A al 6A de la
placa de microtitulacién. Luego, a partir de una de las alicuotas stocks de 1
mg/ml de los péptidos se prepard otra con una concentracion inicial de 512
Mg/ml y se agregaron 100 pl en los pocillos de la columna 1 de la placa de
microtitulacidén. A partir de alli se comenzaron a traspasar 50 pl de la dilucion
peptidica desde el pocillo 1A al 2A, se homogeneizé la dilucion peptidica con
el MHB y se traspasaron 50 ul de la mezcla desde el pocillo 2A al 3A. Esto se
realizé sucesivamente hasta el pocillo 6A para obtener las concentraciones de
los péptidos (512, 256, 128, 64, 32 ug/ml).

A continuacioén, la suspension bacteriana fue diluida 1/150 en MHB, obteniendo
una concentracion final de 10E6 CFU/mI. Luego, se agregaron 50 ul de esta
desde el pocillo 1A al 6A.

Tras la mezcla en los pocillos la placa de microtitulacion fue incubada en estufa
por 16-20 horas a 35 °C. La CMI para cada ensayo se determindé comparando
la turbidez de los pozos control con aquellos que contenian los péptidos de
cada placa utilizada para cada microorganismo evaluado. Este procedimiento
se hizo primero visualmente, para luego ser medida su densidad éptica a 655
nm en un lector de microplacas nano - CLARIOstar (BMG LABTECH). La CMI
se reportd como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano que
inhibié completamente el crecimiento de microorganismos, tal como lo define
el CLSI (2012).

El mismo procedimiento se llevd a cabo con las 4 cepas bacterianas, los
controles y el control realizado con albumina sérica. Ademas, todas las

condiciones y concentraciones se realizaron por triplicado.
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3.2.3.1.1 Controles

Se realizaron controles positivos, negativos, controles con antibidticos vy
controles con albumina sérica. Los controles positivos se ubicaron en la
columna 12 de las placas de microtitulacion y, consistieron en MHB vy
suspension microbiana. Los controles negativos también se realizaron en
placas de microtitulacién, y contenian MHB y el agente antimicrobiano
(plcat1lat o plcat2lat). Igualmente, los antibidticos utilizados como controles
fueron: ampicilina (especifico para las cepas de S. aureus), gentamicina
(especifico para las cepas E. coli) y albumina sérica. Esta ultima, fue usada
como control para descartar un efecto de enmascaramiento de la accion

antimicrobiana ejercida por el solvente y no por el agente antimicrobiano.

3.2.3.1.2 Analisis estadisticos

Para evaluar la distribucion de los datos, se realizaron las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene. Posteriormente, se aplicaron las pruebas de ANOVA de dos
vias, y la comparacion por pares de Bonferroni para analizar la actividad
antibacteriana de los péptidos disefiados en funcidén de su concentracion,
frente a las bacterias S. aureus y E. coli, tanto para las cepas ATCC, como
para las cepas aisladas. Estos analisis se llevaron a cabo utilizando el software
comercial SPSS version 25 (IBMCorp Ibm, 2017), y se establecié un nivel de

significacion estadistica de alfa 0,05.

3.2.4 Evaluacion de la actividad antibiofilm de plcat1lat y plcat2lat

3.2.4.1 Identificacion de las condiciones 6ptimas de crecimiento del
biofilm

Antes de iniciar el protocolo de inhibicion de biofilm se identificaron y
establecieron las condiciones que favorecen el crecimiento del biofilm
producido por las bacterias ATCC S. aureus y E. coli de acuerdo a Haney et
al., (2021) y con modificaciones tomadas de Stepanovic et al., (2007). Las
condiciones optimas de crecimiento identificadas permanecieron constantes

para el ensayo de inhibicion del biofilm.
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Inicialmente se sembraron las cepas bacterianas ATCC en placas con agar
Mueller Hinton (MHA) y se incubaron en estufa durante 16-20 h a 37 °C. Luego,
2-3 colonias de las dos cepas de bacterias obtenidas en MHA fueron
inoculadas en TSB e incubadas en estufa durante 16-20 h a 37 °C. Obteniendo
dos soluciones bacterianas una correspondiente a S. aureus ATCC y otra a
E.coli ATCC.

Transcurrido el tiempo indicado y evitando usar los pocillos externos de la placa
de microtitulacion para muestras de biofilm, debido al alto intercambio de gas
y evaporacion en estos, se agregaron 100 ul de TSB estéril y 10 ul de solucién
bacteriana en cada uno de los pocillos de la placa de microtitulacion
seleccionados para obtener el biofilm. Luego, se incubd en estufa durante 16-
20 h a 37 °C, para después registrar la densidad 6ptica de la placa en un lector
de microplacas nano CLARIOstar (BMG LABTECH) a 600 nm (OD600), y
cuantificar el crecimiento bacteriano general en cada pocillo.

Posterior a la medicion, se desecho el medio de crecimiento utilizado
invirtiendo suavemente las placas y realizando dos lavados consecutivos con
agua destilada. Luego de escurrir, se agregé a cada pocillo 150 yl de metanol
durante 20 minutos, se desecho el metanol y se dejaron secar a temperatura
ambiente overnight. Se tind la biomasa adherida en cada pocillo agregando
150 ul de una solucion de cristal violeta (CV) al 2% (p/v), y dejandolas tefiir a
temperatura ambiente durante 30 min. Una vez descartada la solucién de
tincion de CV de todos los pocillos, se realizaron dos lavados a las placas con
agua destilada, cuidando de no rociar el agua con demasiada fuerza, para no
desprender parte de la muestra.

Una vez realizados los lavados, se solubiliza el CV unido al biofilm adherido
con 150 ul de etanol al 95% (vol/vol) y se incubaron las microplacas durante 30
min a temperatura ambiente. Finalmente, se registrd la absorbancia de estas a

595 nm (A595) en un lector de microplacas.

3.2.4.2 Ensayo de Inhibicion de Biofilm por plcat1lat y plcat2lat

Para evaluar la accion de inhibicion de formacion del biofilm ejercida por
plcat1lat y plcat2lat se probaron las concentraciones de 512, 256, 128 y 64

pg/ml. Con el fin de obtener las soluciones bacterianas correspondientes a S.
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aureus ATCC y E. coli ATCC, se sembraron las cepas bacterianas ATCC en
placas con MHA y se incubaron en estufa durante 16-20 h a 37 °C. Luego, 2-3
colonias de las dos cepas de bacterias obtenidas en MHA fueron inoculadas
en TSB e incubadas en estufa durante 16-20 h a 37 °C.

Antes de inocular las placas de microtitulaciéon, se determiné la densidad 6ptica
de las soluciones bacterianas a 600 nm (OD600) utilizando un lector de
microplacas nano - CLARIOstar (BMG LABTECH) y se diluyé en un volumen
apropiado de TSB para obtener a una OD600 final de 0,01.

En paralelo, a partir de las alicuotas stocks de 1 mg/ml de los péptidos se
preparé otra con una concentracion inicial de 512 ug/ml y se anadieron 20 pl
de esta en el pocillo 2 de cada fila de la microplaca; correspondiendo a la
concentracion mas alta a evaluar de plcat1lat o plcat2lat. Luego se afiadieron
10 ul de agua estéril a partir del pocillo 3 de cada columna, y con una pipeta
multicanal se realizaron diluciones dobles en serie tomando 10 pl de la solucion
de mayor concentracion y mezclandola con 10 pyl de agua en el pocillo
adyacente (pocillo 3) de la microplaca, mezclando abundantemente para
garantizar una solucién homogénea. Esto se realizé seriadamente hasta el
pocillo 5, el cual correspondioé a la menor concentraciéon (64 ug/ml) probada en
este protocolo.

Tras la dilucion final, en cada pocillo quedan 10 pl de solucion peptidica.
También, se anadieron 90 pl de la solucion bacteriana de DO = 0,01, a cada
pocillo de las diferentes concentraciones de plcatllat o plcat2lat para, a
posteriori, ser incubadas en estufa durante 16-20 h a 37 °C.

Después del tiempo indicado, se registré la DO600 de cada microplaca para
cuantificar el crecimiento bacteriano total en cada pocillo. Se desecharon los
medios de crecimiento gastados, se realizaron dos lavados con agua destilada,
se elimind el exceso de agua y se agregd a cada pocillo 150 ul de metanol
dejando reposar por 20 min; luego se vaciaron y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante toda la noche (overnight).

La biomasa adherida en cada pocillo de las microplacas fue tefiida, una vez
transcurrido el tiempo indicado, agregando 150 ul de una solucién CV 2% (p/v),
durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez descartada la solucién de

tincion de CV de todos los pocillos, se lavaron delicadamente dos veces las
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placas con agua destilada, se elimino el exceso de agua y se dejaron secar por
unos minutos.

Luego se afiadié a cada pocillo 150 ul de etanol al 95% (vol/vol) y se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente con el fin de desteiiir el CV. Finalmente,
se midio la absorbancia de cada microplaca a 595 nm (A595).

El mismo protocolo de inhibicién de biofilm se llevd a cabo en las cepas
bacterianas provenientes de aislados clinicos, y para los antibiéticos control
(ampicilina y gentamicina). Ademas, todas las condiciones y concentraciones

se realizaron por triplicado.

3.2.4.2.1 Controles

Se realizaron controles positivos, controles negativos y controles con
antibidticos. Los controles positivos se ubicaron en la columna 11 de las placas
de microtitulacion y, consistieron en agua destilada, MHB y suspension
microbiana. Los controles negativos también se realizaron en placas de
microtitulacién, y consistieron en agua destilada, MHB y el agente
antimicrobiano (plcat1lat o plcat2lat). lgualmente, con los antibiéticos control

ampicilina y gentamicina se replicé el ensayo de inhibicion de biofilm.

3.2.4.2.2 Analisis estadisticos

Para evaluar la distribucion de los datos, se realizaron las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene. Posteriormente, se aplicaron las pruebas de ANOVA de dos
vias, y la comparacion por pares de Bonferroni para analizar la actividad
antibiofilm de los péptidos disefiados en funcion de su concentracion, frente a
las bacterias S. aureus y E. coli, tanto para las cepas ATCC, como para las
cepas aisladas. Estos andlisis se llevaron a cabo utilizando el software
comercial SPSS version 25 (IBMCorp Ibm, 2017), y se establecié un nivel de

significacion estadistica de alfa 0,05.
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3.2.5 Aplicacion de microscopia electréonica de barrido a muestras

bacterianas expuestas a plcat1lat o plcat2lat

Con la finalidad de ampliar el espectro de caracterizacién de los efectos
antimicrobianos de los péptidos, se aplic6 SEM para visualizar los cambios
morfolégicos en las células de cepas bacterianas ATCC de S. aureusy E. coli
expuestas a la concentracion de 512 pg/ml de alguno de los péptidos, plcat1lat
o plcat2lat, durante 0, 10, 20 y 30 min.

Luego de la exposicion al péptido en el tiempo determinado (0, 10, 20, 30 min),
con un asa de Kolle estéril se tom6 una muestra de la bacteria (alguna de las
4 cepas) y se diluyd en solucion buffer fosfato, pH 7. De esta dilucion se
tomaron 200 pl que se mezclaron con una solucién fijadora, que consistidé en
glutaraldehido 2,5% (1800 pl) obteniendo un volumen final de 2 ml.
Transcurridas 2 h y a temperatura ambiente, se procedié a lavar el fijador
realizando 3 lavados consecutivos con una duracion de 10 minutos cada uno
en solucién de alcohol 10%. Posteriormente, se deshidraté la muestra en
soluciones de etanol de concentraciones crecientes durante 10 minutos en
cada una. Las concentraciones utilizadas fueron: 30, 50, 70 y 100%.
Finalizada la deshidratacion, se realizé el filtrado de la muestra utilizando un
filtro de fibra de vidrio, con poro de 0,22 um, resistente a solventes. Estos
mismos pasos se repitieron para todas las muestras en los tiempos indicados
anteriormente. El procedimiento de secado por punto critico, el metalizado con
oro, y la observacion de las muestras en el SEM Carl Zeiss Sigma fue realizado
en el Laboratorio de Analisis de Materiales por Espectrometria de Rayos X
(LAMARX), ubicado en la Facultad de Matematica, Astronomia, Fisica y

Computacion, Universidad Nacional de Cérdoba.

3.2.6 Determinacion de la viabilidad celular en células VERO

La citotoxicidad de plcat1lat y plcat2lat se evalud en células de mamifero de la
linea VERO, cultivadas bajo condiciones estandar. Los péptidos previamente
disueltos en DMSO estéril al 5 % y que poseian una concentracién final de 1
mg/mL, fueron llevados a un rango de concentracién entre 0.5y 1 %. A partir
de estos se prepararon diluciones seriadas de 200, 100, 50, 25, 12,5y 6,25

pMg/mL en medio de cultivo.
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Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (1E* células/pocillo) y, tras
alcanzar la adherencia, fueron expuestas a cada una de las concentraciones
de los péptidos durante 24 y 48 h. Los controles incluyeron un control negativo
(células sin tratamiento) y un control de vehiculo (DMSO 1 % en medio de
cultivo). Todos los tratamientos se realizaron por duplicado. La viabilidad
celular se determindé mediante el ensayo colorimétrico MTT, siguiendo
protocolos estandarizados (Riss et al., 2016). La absorbancia se midié en un
lector de microplacas (CLARIOstar®, BMG Labtech) luego de 24 h a 570 nm,
y 48 h a 655 nm.

3.2.6.1 Analisis estadisticos y parametros de citotoxicidad

Los datos de viabilidad celular obtenidos en el ensayo de citotoxicidad fueron
analizados mediante un ANOVA de dos vias, considerando como factores el
tipo de péptido (plcat1lat y plcat2lat) y la concentracién ensayada (200, 100,
50, 25, 12,5 y 6,25 pg/mL), asi como su interaccion. Ademas, se aplico el
meétodo de comparaciones multiples de Bonferroni para la evaluacion post hoc.
Los analisis se realizaron con el software SPSS versién 25 (IBM Corporation,
Armonk, Nueva York, EE. UU.). En todos los casos, se adopté un nivel de
significancia estadistica de a = 0,05.

Posteriormente, a partir de las curvas dosis—respuesta se estimaron los valores
de concentracién inhibitoria media (ICso) de cada péptido, definida como la
concentracion necesaria para reducir en un 50 % la viabilidad celular,
parametro que permite comparar la potencia citotdxica entre compuestos.
Asimismo, se calculé el indice de selectividad (IS), obtenido como la razén
entre la ICs, en células eucariotas y la CMI frente a bacterias, lo que permite
valorar la relacion entre citotoxicidad y efectividad antimicrobiana de los
péptidos.

3.3 Resultados

3.3.1 Actividad antimicrobiana de plcat1lat y plcat2lat. Cepas ATCC

La actividad antimicrobiana de ambos péptidos y el antibiético control frente a
S. aureus ATCC mostré diferencias significativas (F = 21,858; gl = 2; p = 0,0001;
N = 54).
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Tanto plcati1lat como plcat2lat son capaces de inhibir el crecimiento de S.
aureus ATCC (Figura 21) Sin embargo, en este caso, la actividad
antimicrobiana de plcat2lat y del antibiético control (ampicilina) fue similar entre
ellos, aunque menor que la de plcatllat (p = 0,001 y p = 0,0001,
respectivamente).

La concentracion a la cual son empleados plcatilat, plcat2lat y el antibiético
control, también influyé sobre la inhibicién del crecimiento de S. aureus ATCC
(F = 505,859; gl = 5; p = 0,0001; N = 54). La actividad antimicrobiana a una
concentracion de 32 pg/ml fue superior a la del control positivo (p = 0,0001).
Sin embargo, la actividad antimicrobiana de esta ultima concentracion fue
menor en comparacion a las demas (512, 256, 128, y 64 ug/ml) (p = 0,0001).
Ademas, la actividad antimicrobiana a 64 ug/ml fue igual a la actividad
antimicrobiana a la concentracion de 512 ug/ml, y sorpresivamente mayor que
la de las concentraciones 256 y 128ug/ml (p = 0,012, p = 0,014). Finalmente,
la actividad antimicrobiana a 512, 256, y 128 ug/ml fue similar entre ellas.

La actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC también varié segun la
interaccién entre el tipo de agente antimicrobiano (ya sean los péptidos o el
antibiético control) y la concentracion a la cual se emplearon (F = 12,221; gl =
10; p = 0,0001; N = 54).

A concentraciones de 0, 128 y 256 pg/ml, plcatilat, plcat2lat, y el antibiético
control inhibieron el crecimiento de S. aureus ATCC de manera similar. Sin
embargo, a 32 ug/ml, la actividad antimicrobiana de plcat1lat y plcat2lat fue
mayor que la del antibiético control (p = 0,0001). Asimismo, la actividad
antimicrobiana de plcat2lat a 32 pg/ml fue mayor que la del antibiético control
(p =0,011). A 64 ug/ml, la actividad antimicrobiana de plcat1lat y del antibidtico
control fue similar entre ambos, pero mayor que la de plcat2lat (p = 0,0001).
Finalmente, a la concentracion de 512 ug/ml, la actividad antimicrobiana de
plcat1lat y plcat2lat fue similar entre ambos, pero mayor que la del antibiotico
control (p = 0,0001) (Figura 21).

La actividad antimicrobiana de los péptidos plcat1lat, plcat2lat y el antibiético
control frente a E. coli ATCC (Figura 21) fue diferente entre ellos (F = 26,893;
gl =2; p=0,0001; N = 54).

Los péptidos plcat1lat y plcat2lat son capaces de inhibir el crecimiento de E.

coli ATCC, sin embargo, su actividad antimicrobiana es menor que la del
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antibiético control (p = 0,0001 y p= 0,003 respectivamente). No obstante, la
actividad antimicrobiana de plcat2lat fue mayor a la de plcat1lat (p = 0,002).
La concentracion a la cual son empleados ambos péptidos y el antibidtico
control es un factor que también influyd sobre la inhibicion del crecimiento de
E. coli ATCC (F = 428,196; gl = 5; p = 0,0001; N = 54). La actividad
antimicrobiana a concentraciones de 512, 256, 128 y 64 ug/ml fue similar entre
ellas, pero superior a la mostrada por la concentracién de 32 ug/ml y el control
positivo (0 pug/ml) (p = 0,0001). Asimismo, la actividad antimicrobiana a 32
pg/ml fue mayor que la del control positivo (p = 0,0001).

La actividad antimicrobiana frente a E. coli ATCC también varié segun la
interaccion entre el tipo de antibidtico (ya sean los péptidos o el control) y la
concentracion a la cual se emplearon (F = 7,233; gl = 10; p = 0,0001; N = 54).
A concentraciones de 512, 64, y 0 ug/ml, tanto plcati1lat, plcat2lat, y el
antibiético control inhibieron el crecimiento de E. coli ATCC de manera similar.
Sin embargo, a 256 ug/ml, la actividad antimicrobiana de plcat2lat y el
antibiotico control fue similar entre ellos, pero mayor que la actividad
antimicrobiana de plcat1lat (p = 0,022 y p = 0,011 respectivamente). A 128
Mg/ml, la actividad antimicrobiana de plcat2lat fue similar a la del antibiético
control y la de plcat1lat. No obstante, la actividad antimicrobiana del antibidtico
control fue mayor que la de plcat1lat (p = 0,030). Finalmente, a 32 ug/ml, la
actividad antimicrobiana de plcat1lat y plcat2lat fue similar entre ellos, pero

menor que la del antibiético control (p = 0,0001) (Figura 21).
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Figura 21. Actividad antimicrobiana de plcat1lat, plcat2lat y antibiéticos control frente a cepas
ATCC de S. aureusy E. Coli.

3.3.2 Actividad antimicrobiana de plcatllat y plcat2lat. Cepas

provenientes de aislados clinicos

La actividad antimicrobiana de ambos péptidos y el antibiotico control frente al
aislado de S. aureus mostro diferencias significativas (F = 280,030; gl = 2; p =
0,0001; N = 54). Tanto plcat1lat como plcat2lat fueron capaces de inhibir el
crecimiento de S. aureus (Figura 22). Sin embargo, la actividad antimicrobiana
de plcat1lat fue mayor que la de plcat?lat (p = 0,0001), pero la actividad
antimicrobiana del antibiético control fue mayor que la de plcat1lat y plcat2lat
(p = 0,0001).

La concentracion a la cual son empleados plcatilat, plcat2lat y el antibiético
control, también influyo sobre la inhibicién del crecimiento del aislado de S.
aureus (F = 339,639; gl = 5; p =0,0001; N = 54). La actividad antimicrobiana a
la concentracion 512 pg/ml fue similar a la de 256 pg/ml, pero superior a la de
128 ug/ml (p = 0,003), 64, 32, y 0 pg/ml (p = 0,0001). Asimismo, la actividad
antimicrobiana a la concentracion de 256 pg/ml fue similar a la de 128 ug/ml,
pero mayor a la de 64, 32, y 0 ug/ml (p = 0,0001) y, la actividad antimicrobiana
a la concentracion de 128 ug/ml a la de 64 ug/ml (p = 0,027), 32, y 0 ug/ml (p

= 0,0001). Finalmente, la actividad antimicrobiana a la concentracion de 64
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pg/ml fue mayor a la de 32 ug/ml (p = 0,0001) y superior a la mostrada por el
control positivo (0 pg/ml) (p = 0,0001).

La actividad antimicrobiana frente a la cepa aislada de S. aureus también vario
segun la interaccién entre el tipo de antibidtico (ya sean los péptidos plcat1lat
y plcat2lat o el control) y la concentracién a la cual se emplearon (F = 35,542;
gl =10; p =0,0001; N = 54).

A la concentracion de 0 pg/ml, tanto plcatilat, plcat2lat, como el antibiético
control inhibieron el crecimiento del aislado de S. aureus de manera similar.
Sin embargo, en el resto de las concentraciones (32, 64, 128, 256, y 512 pg/ml)
la actividad antimicrobiana de plcat1lat y el antibiético control fue similar entre
ellos, e incluso mayor que la actividad de plcat2lat (p = 0,0001) (Figura 22).
La actividad antimicrobiana de los péptidos de C. latirostris y el antibiotico
control frente a la cepa aislada de E. coli fue diferente entre ellos (F = 271,625;
gl=2; p=0,0001; N =54).

Los péptidos plcat1lat y plcat2lat son capaces de inhibir el crecimiento del
aislado de E. coli (Figura 22). La actividad antimicrobiana de plcat2lat fue
menor en comparacion a plcat1lat y al antibiético control (p = 0,0001). Ademas,
la actividad antimicrobiana de plcat1lat fue igual a la del antibiético control.

La concentracion a la cual son empleados plcatilat, plcat2lat y el antibiético
control, es un factor que también influy6 sobre la inhibicidon del crecimiento del
aislado de E. coli (F = 679,338; gl = 5; p = 0,0001; N = 54).

La actividad antimicrobiana a la concentracién 512 ug/ml fue mayor que la de
256 ug/ml (p = 0,021), 128, 64, 32, y 0 yg/ml (p = 0,0001). Asimismo, la
actividad antimicrobiana a la concentracién de 256 pg/ml fue mayor que la de
128, 64, 32, y 0 ug/ml (p = 0,0001). Finalmente, la actividad antimicrobiana a
concentraciones de 128, 64, y 32 ug/ml fue similar entre ellas, pero superior a
la mostrada por el control positivo (0 pg/ml) (p = 0,0001).

La actividad antimicrobiana frente al aislado de E. coli también varié segun la
interaccidn entre el agente antibidtico (péptidos o antibidtico control) y la
concentracion a la cual se emplearon (F = 32,184; gl = 10; p = 0,0001; N = 54).
A la concentracion de 512 pg/ml, tanto plcatilat, plcat2lat, y el antibiético
control inhibieron el crecimiento del aislado de E. coli de manera similar. Sin
embargo, a partir de 256, 128, 64, y 32 ug/ml, la actividad antimicrobiana de

plcat1lat y el antibiético control fue similar entre ellos, y mayor que la de
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plcat2lat (p = 0,0001). Finalmente, a 0 pg/ml, la actividad antimicrobiana de

plcat1lat, plcat2lat y el antibiético control fue similar (Figura 22).
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Figura 22. Actividad antimicrobiana de plcat1lat, plcat2lat y antibiéticos control frente a cepas
provenientes de aislados clinicos de S. aureus y E. Coli.
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El analisis de la CMI complementa los hallazgos previos, estableciendo los
puntos de corte para la susceptibilidad, resistencia e intermedio de los péptidos.
De acuerdo con los criterios interpretativos, plcat1lat presenta una CMI de
susceptibilidad para S. aureus (ATCC y aislado) de 64 pg/ml, mientras que
para E. coli ATCC la susceptibilidad inicia 2512 ug/ml y para la cepa
proveniente del aislado inicia en 232 pg/ml.

En contraste, plcat2lat exhibe una CMI de susceptibilidad para S. aureus ATCC
de 128 pg/ml y para la cepa aislada >512 pg/ml; para E. coli ATCC la
susceptibilidad ocurre a partir de 64 ug/ml y para la cepa aislada ocurre en
2512 ug/ml (ver Tabla 14).

Tabla 14. Criterios interpretativos de CMI para plcat1lat y plcat2lat.

Cepa bacteriana Criterio plcat1lat CMI (ug/ml) plcat2lat CMI (ug/ml)
Susceptible =64 2128

S. aureus (ATCC) Intermedio 32 64-32
Resistente <32 <32

S. aureus (Aislado) Susceptible =64 >512
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Intermedio 32 512-128
Resistente <32 >32
Susceptible 2512 = 64
E. coli (ATCC) Intermedio 64-256 32
Resistente <32 <32
Susceptible =32 2512
E. coli (Aislado) Intermedio - 256-32
Resistente <32 <32

3.3.3 Actividad antibiofilm de plcat1lat y plcat2lat. Cepas ATCC

La actividad antibiofilm de los péptidos y el antibidtico control frente a S. aureus
ATCC mostr¢ diferencias significativas (F = 209,679; g/ = 2; p = 0,0001; N =
45). Tanto plcat1lat como plcat2lat inhibieron la formacion de biofilm en S.
aureus ATCC, aunque el antibidtico control fue mas efectivo que ambos

péptidos (p = 0,0001), y la actividad de plcat1lat superé a plcat2lat (p = 0,001).

La concentracién de los péptidos y el antibidtico control tuvieron efectos
significativos en la formacién de biofilm de S. aureus ATCC (F = 69,186; g/ = 4;
p = 0,0001; N = 45). Las concentraciones de 512 y 256 ug/ml tuvieron una
actividad similar entre si, pero fueron superiores a las de 128, 64 y 0 pg/ml (p
< 0,001). Ademas, a 128 ug/ml la actividad antibiofilm fue mayor que a 64 y O
pg/ml (p = 0,01), y la concentracién de 64 ug/ml fue mas efectiva que el control
positivo (p = 0,001) (Figura 24).

La actividad antibiofilm contra S. aureus ATCC también estuvo influenciada por
la interaccion entre el tipo de agente y la concentracion (F=17,875; gl =8; p =
0,0001; N =45). A 0 yg/ml, todos los agentes mostraron efectos similares; sin

embargo, a 64 ug/ml el antibiético control inhibié el biofilm mas eficazmente
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que plcatilat y plcat2lat (p = 0,0001), y la actividad de plcat1lat superé a la de
plcat2lat (p = 0,018). A 128 y 256 pg/ml, plcat1lat y plcat2lat presentaron
actividades similares entre si, pero fueron menos efectivos que el antibiético
control (p = 0,0001). Finalmente, a 512 pg/ml, el antibidtico control fue superior
a ambos péptidos (p = 0,0001), y la actividad de plcat1lat fue mayor que la de
plcat2lat (p = 0,005) (Figura 23).

De igual manera, la actividad antibiofilm de los péptidos y del antibiético control
contra E. coli ATCC vari6 significativamente entre tratamientos (F = 59,506; g/
= 2; p = 0,0001; N = 45). Los péptidos plcatllat y plcat2lat inhibieron la
formacion de biofilm en E. coli ATCC; sin embargo, la actividad de plcat1lat fue
menor que la del antibiético control y la de plcat2lat (p = 0,0001). En contraste,
la actividad antibiofilm de plcat2lat superé a la del antibidtico control (p =
0,0001).

La concentracion de plcat1lat, plcat2lat y el antibiético control también afectd
significativamente la formacion de biofilm en E. coli ATCC (F = 279,744, gl = 4;
p = 0,0001; N = 45). La actividad antibiofilm a 512 ug/ml fue superior a la
observada a concentraciones de 256, 128, y 64 ug/ml, asi como al control
positivo (0 pg/ml) (p < 0,002). Por otra parte, la concentracion de 256 ug/mi
mostré una actividad antibiofilm mayor que las concentraciones de 128, 64 y 0
pg/ml (p = 0,0001). La actividad antibiofilm a 128 pug/ml fue superior a la de 64
pg/ml (p = 0,01), a su vez ambas concentraciones fueron superiores al control
positivo (p = 0,0001) (Figura 23).

La actividad antibiofilm contra E. coli ATCC también dependi6 de la interaccion
entre el tipo de agente (péptidos o antibiético) y su concentracion (F = 48,368;
gl = 8; p =0,0001;, N =45). A 0 ug/ml, todos los agentes presentaron
actividades similares, aunque a 64 ug/ml, plcatllat y el antibiético control
inhibieron el biofilm de manera comparable, aunque con menor eficacia que
plcat2lat (p = 0,0001). En 128 pg/ml, plcat2lat mostré mayor actividad
antibiofilm que el antibiético control y plcat1lat (p = 0,0001), mientras que el
antibiético control fue mas eficaz que plcat1lat (p = 0,0001). A 256 ug/ml, las
actividades de plcat2lat, el antibiotico control y plcat1lat fueron similares; sin
embargo, el antibidtico control fue mas efectivo que plcatilat (p = 0,002).

Finalmente, a 512 pg/ml, el antibidtico control superdé a ambos péptidos (p =
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0,025y p = 0,0001, respectivamente), aunque plcat1lat mostré6 mayor actividad
antibiofilm que plcat2lat (p = 0,001) (Figura 24).
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Figura 23. Actividad antibiofilm de plcatllat, plcat2lat y antibidticos control frente a cepas
ATCC de S. aureusy E. coli.

3.3.4 Actividad antibiofilm de plcat1lat y plcat2lat. Cepas provenientes de

aislados clinicos

Los resultados observados frente a la cepa aislada de S. aureus presentaron
diferencias significativas en la actividad antibiofiim de los péptidos y el
antibiético de referencia (F = 104,968; g/ = 2; p = 0,0001; N = 45). Tanto
plcat1lat como plcat2lat inhibieron la formacién de biofilm en la cepa aislada de
S. aureus. Sin embargo, la actividad antibiofilm del antibiético control y plcat1lat
fue similar entre ellos, y ambos fueron mas efectivos que plcat2lat (p = 0,0001).
La concentracion de plcatilat, plcat2lat y el antibiético control también tuvo un
efecto significativo en la formacion de biofilm de la cepa aislada de S. aureus
(F = 230,805; g/ = 4; p = 0,0001; N = 45). La actividad antibiofilm a 512 pug/mi
fue superior a la observada a concentraciones de 256, 128, y 64 ug/ml, asi
como al control positivo (0 ug/ml) (p < 0,012). A su vez, la concentraciéon de
256 ug/ml mostré una actividad antibiofilm mayor que las concentraciones de
128, 64 y 0 pg/ml (p < 0,001). La concentracién de 128 ug/ml fue superior a la
de 64 ug/ml y al control positivo (p < 0,0004). Por ultimo, la concentracion de
64 ug/ml fue superior al control positivo (p = 0,0001).

La actividad antibiofilm frente a la cepa aislada de S. aureus también dependi6

de la interaccion entre el tipo de agente y la concentracion (F = 9,258; g/ = 8; p
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= 0,0001; N = 45). A 0 pg/ml, todos los agentes demostraron efectos
equivalentes en la inhibicion de biofilm, sin diferencias significativas entre
plcat1lat, plcat2lat y el antibiético control. Sin embargo, a una concentracién de
64 ug/ml, la actividad de plcat1lat superd a la de plcat2lat (p = 0,002) y fue
comparable a la del antibiético control, mientras que plcat2lat fue mas efectivo
que el antibiético control (p = 0,001). Esta tendencia continué a
concentraciones de 128, 256 y 512 ug/ml, donde plcat1lat mostré una actividad
antibiofilm superior a la de plcat2lat (p = 0,0001) y fue igualmente eficaz que el
antibiético control, mientras que plcat2lat fue significativamente mas efectivo
que el antibidtico control en estas concentraciones (p = 0,0001) (Figura 24).
La actividad antibiofilm de los péptidos y del antibiético de referencia frente a
la cepa aislada de E. coli presentd diferencias significativas entre los
tratamientos (F = 83,223; g/ = 2; p = 0,0001; N = 45). Los péptidos plcatllat y
plcat2lat mostraron capacidad para inhibir la formacion de biofilm en la cepa
aislada de E. coli. De igual manera, la actividad antibiofiim de plcat2lat fue
mayor a la del plcatilat (p = 0,025). Sin embargo, la eficacia del antibiético
control fue mayor en comparacion con plcat1lat y plcat2lat (p = 0,0001).
Igualmente, la concentracion de plcatilat, plcat2lat y el antibiético control
influyé de manera significativa en la formacién de biofilm en la cepa aislada de
E. coli (F = 46,307; gl = 4; p = 0,0001; N = 45). La inhibicion a 512 ug/ml fue
mayor en comparacion con las observadas en concentraciones de 256, 128 y
64 pg/ml, asi como con el control positivo (0 ug/ml) (p < 0,003). Del mismo
modo, la concentracion de 256 ug/ml mostré actividad antibiofilm similar a la
de 128 pg/ml, pero mayor a la actividad de las concentraciones de 64 y 0 pg/ml
(p =0,0001). Por ultimo, la actividad antibiofilm a las concentraciones de 128 y
64 ug/ml fueron similares entre ellas, pero superiores al control positivo (p =
0,0001 y p = 0,020 respectivamente).

La actividad antibiofilm contra la cepa aislada de E. coli también fue afectada
por la interaccion entre el tipo de agente (péptidos o antibidtico) y la
concentracion utilizada (F = 15,888; g/ = 8; p = 0,0001; N = 45). A 0 pg/ml,
todos los agentes se comportaron de forma similar; sin embargo, a 64 y 128
pg/ml, el antibidtico control inhibiod la formacion de biofilm de manera superior
que plcat1lat y plcat2lat (p = 0,0001), aunque plcat2lat mostré mayor actividad
que plcattlat (p < 0,0003). A 256 ug/ml, la actividad de plcat2lat y plcat1lat fue
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similar entre ellos; sin embargo, fue menos efectiva que el antibiédtico control (p
= 0,0001). Finalmente, a 512 ug/ml, plcat1lat y el antibiético control mostraron
actividad antibiofilm similar entre ellos, pero mayor a la actividad de plcat2lat
(p = 0,0001) (Figura 24).

plcatilat plcat2lat Antibiéticos
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Figura 24. Actividad antibiofilm de plcat1lat, plcat2lat y antibiéticos control frente a cepas
provenientes de aislados clinicos de S. aureusy E. Coli.

3.3.5 Caracterizacion de los efectos antimicrobianos de plcatilat y

plcat2lat

El analisis de SEM se realiz6 para aclarar las posibles alteraciones
morfoldgicas en las bacterias, ocasionadas por la mayor concentracion de
plcat1lat o plcat2lat a diferentes tiempos de exposicion 10, 20 y 30 min.

El control de S. aureus ATCC para ambos péptidos (Figura 25A, 26A) presento
una superficie lisa y brillante sin restos celulares aparentes, siendo estas
caracteristicas acordes al estado inalterado de esta bacteria.

La membrana celular de S. aureus ATCC, durante los tiempos 10y 20 min de
exposicién al plcatllat (Figura 25B, 25C) mostré pérdida de turgencia,
irregularidad de la superficie, rugosidad y ampollas. Subsecuentemente, en el
tiempo = 30 min (Figura 25D), la superficie celular de S. aureus ATCC se
continu6é apreciando agrietada, opaca, colapsada e incluso se evidenciaron

aglutinaciones celulares.
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Figura 25. Micrografia SEM de S. aureus ATCC mostrando los efectos del péptido plcat1lat
sobre la morfologia bacteriana. El cuadrante A (control) presenta bacterias no expuestas al
péptido. Los cuadrantes B, C y D muestran las bacterias expuestas al péptido durante 10, 20
y 30 minutos, respectivamente, en los que se evidencian cambios progresivos en la superficie
celular bacteriana, la cual se encuentra sefialada por flechas.

Durante la exposicion a plcat2lat, la membrana celular de S. aureus ATCC,
durante el tiempo = 10 min de exposicion demostré pérdida de turgencia,
encogimiento celular, rugosidad y presencia de ampollas en su superficie
(Figura 26B). Igualmente, durante los tiempos de exposicion de 20 y 30 min
(Figura 26C y 26D) a plcat2lat, las alteraciones evidenciadas en la membrana
de S. aureus ATCC fueron las mismas que se observaron durante los primeros

10 min de exposicién.
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Figura 26. Micrografia SEM de S. aureus bajo los efectos del péptido plcat2lat. El cuadrante
A (control) muestra la bacteria sin exposicién al péptido (sefialada con una flecha). Los
cuadrantes B, C y D ilustran sutiles cambios en la superficie celular bacteriana tras 10, 20 y 30
minutos de exposicién a plcat2lat, respectivamente.

El control de E.coli ATCC para plcati1lat y plcat2lat (Figura 27A, 28A) presento
una membrana con superficie sin irregularidades, lisa, sin restos celulares
aparentes, acordes al estado inalterado de esta bacteria. lgualmente, en
algunas bacterias se evidencié la presencia de un flagelo alargado y fino.

La membrana celular de E. coli ATCC, durante la exposicion a plcatilat en el
tiempo = 10 min, se mostré rugosa e irregular, con abultamientos similares a
ampollas (Figura 27B). De igual manera, el tiempo de exposicion = 20 min,
provocod en la membrana celular de E. coli ATCC una contraccion mayor,
afectando su morfologia y siendo evidente incluso en la rotura de la membrana
celular (Figura 27C). Consecuentemente, en el tiempo = 30 min (Figura 27D),
se visualiza la pérdida de la integridad de la membrana bacteriana con la

liberacion del contenido intracelular.

115



EHT= 500kV Signal A= inLens Mag= 1700k X [N EHT = 3.00kV Signal A= InLens Mag= 4000KX KA LAMARX
WD= 7.7mm Aperture Size = 30.00 ym  Width = 6.725 ym Bhi—t WD= 7.0 mm Aperture Size = 30.00 ym  Width = 2.858 ym i s X

EHT= 300KV Signal A= inLens Mag= 3000k X [RWAILAMARX EMT= 300KV  Signal A= InLens Mag= 2500k X [NWA LAMARX
wD= 7.1mm Aperture Size = 30.00ym  Width = 3.811 pm e | — WD = 7.1 mm Aperture Size = 30.00 ym Width = 4.573 ym T

Figura 27. Micrografia SEM de E. coli sometida a exposicion al péptido plcat1lat, mostrando
alteraciones en su superficie celular. El cuadrante A (control) refleja la bacteria sin exposicién
(sefialada con una flecha), mientras que los cuadrantes B, C y D ilustran cambios en la
morfologia celular tras 10, 20 y 30 minutos de exposicion, respectivamente. Estos resultados

evidencian la progresiva afectacién estructural en funcién del tiempo de contacto con el péptido.

Por otro lado, los cambios evidenciados en morfologia de la membrana celular
de E. coli ATCC frente a la exposicion con plcat2lat fueron distintos al ser
comparados con plcat1lat.

La primera caracteristica diferencial de la respuesta de E. coli ATCC frente a
la exposicion con plcat2lat fue la presencia de flagelos alargados y delgados.
También, durante los tiempos de 10 y 20 minutos (Figura 28B, 28C), se
observo en la superficie de la bacteria irregularidades, similares a pequenas
ampollas. En el tiempo = 30 minutos, se siguieron observando las mismas
alteraciones, pero esta vez pareciera afectar también la integridad del flagelo
(Figura 28D).
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Figura 28. Micrografia SEM de E. coli sometida a exposicion al péptido plcat2lat, mostrando
sutiles alteraciones en su superficie celular y la presencia de flagelos en todos los tratamientos.
El cuadrante A (control) refleja la bacteria sin exposicion (sefialada con una flecha), mientras
que los cuadrantes B, C y D ilustran la morfologia celular tras 10, 20 y 30 minutos de exposicion,
a plcat2lat.

3.3.6 Viabilidad celular en células VERO posterior a la exposicion a

plcat1lat o plcat2lat

La evaluacién de la viabilidad celular en la linea VERO mostré diferencias
significativas entre los péptidos ensayados (p < 0,0001). El tratamiento con
plcat1lat redujo la viabilidad a un 36,9 %, mientras que plcat2lat y el control
(DMSO 1 %) presentaron valores de 87,5 % y 84,1 %, respectivamente, sin
diferencias significativas entre ellos. En relacion con la concentracion, se
observé una disminucion progresiva de la viabilidad celular a medida que
aumentaba la dosis, con una interaccién significativa entre el tipo de péptido y
la concentracién. En este sentido, plcat1lat evidencié un perfil marcadamente
dosis-dependiente, mientras que plcat2lat mantuvo niveles de viabilidad mas
elevados a concentraciones intermedias y bajas. Los valores de concentracion
inhibitoria media (ICs,) estimados fueron de 23,16 pg/mL para plcatilat y de
0,0036 pg/mL para plcat2lat. Finalmente, el indice de selectividad (IS)
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calculado resulté inferior a 1 en ambos casos, con plcat1lat mostrando el mejor
desempenio relativo frente a E. coli aislado (IS = 0,72), aunque todavia por

debajo del umbral esperado para aplicaciones seguras.
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Figura 29. Viabilidad celular en la linea VERO A. Medias marginales estimadas de la viabilidad
celular obtenidas mediante ANOVA de dos vias, considerando los factores péptido (plcatilat y
plcat2lat) y concentracién (200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 ug/mL). Los valores representan la
media * error estandar. Diferencias significativas se determinaron mediante prueba post hoc
de Bonferroni (a = 0,05) B. Curvas dosis—respuesta ajustadas para plcat1lat y plcat2lat, con
calculo de las concentraciones inhibitorias medias (ICs).
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3.4 Discusion

La emergencia de resistencia antimicrobiana es una preocupacion creciente
en microbiologia clinica y veterinaria, lo que resalta la importancia de realizar
investigaciones y ensayos como los presentados en esta investigacion para
confirmar la efectividad de nuevos agentes antimicrobianos. De acuerdo con
De la Rosa-Zamboni et al., (2018), la resistencia puede ser adquirida en
especies como Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.
y Enterococcus spp., lo que justifica la necesidad de pruebas como la
microdilucién en caldo para determinar la CMI y poder garantizar la eficacia de
potenciales agentes antimicrobianos, la reduccion de efectos adversos y la
prevencion de la resistencia bacteriana por sub o supra dosificacion (Pandrangi
et al., 2024). En este contexto, los péptidos plcatilat y plcat2lat representan
una alternativa prometedora, ya que demostraron no solo actividad
antimicrobiana significativa contra patégenos clinicamente relevantes, sino
también reflejan la asertividad y lo indispensables que son los analisis
bioinformaticos previos a las actividades experimentales.

Como se mencioné anteriormente, los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que los péptidos antimicrobianos, plcat1lat y plcat2lat, poseen una
actividad significativa contra S. aureus y E. coli, tanto en cepas ATCC como en
cepas de aislados clinicos. Su eficacia estuvo influenciada por la concentracion
empleada de estos, mostrando un patron de inhibicién bacteriana dependiente
de la dosis. El efecto de la concentracion sobre la actividad antimicrobiana fue
evidente en todos los ensayos. A concentraciones mas altas, se observd una
inhibicidon significativa del crecimiento bacteriano, a concentraciones de los
péptidos comprendidas entre los 64 y 512 pg/ml, en algunos de los casos, a
concentraciones de 32 ug/ml el umbral de inhibicion también fue
significativamente efectivo. Este comportamiento sugiere una posible
saturacion en la interaccion con los blancos bacterianos, lo que podria ser
aprovechado para optimizar las dosis mas eficientes (Wu et al., 2022).

Las diferencias observadas en la actividad antimicrobiana de los péptidos
evidentes en los valores de CMI (ver Tabla 15) podrian estar relacionadas con
variaciones en la estructura de la membrana plasmatica entre las cepas ATCC

y las cepas provenientes de aislados (Hewelt-Belka et al., 2016; Bisignano et
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al., 2019), al mismo tiempo que cada péptido podria poseer una afinidad
diferencial por componentes especificos de la membrana plasmatica de las
bacterias Gram positivas o0 Gram negativas (Sdylemez et al., 2022), sugiriendo
especificidad de estos hacia distintos tipos de bacterias (S. aureus o E. coli),
por lo que su optimizacién podria ampliar y mejorar su espectro de accion.

En una investigacion realizada por Bisignano et al., (2019) se demostré que los
perfiles de lipidos bacterianos varian cualitativa y cuantitativamente entre
cepas ATCC y aisladas de S. aureus y que esta variacion afecta tanto a la
resistencia a los antibiéticos como a la hidrofobicidad de la superficie celular.
Ademas, tanto Hewelt-Belka et al., (2016) como Bisignano et al., (2019)
identificaron lipidos comunes, presentes y abundantes en todas las cepas, asi
como lipidos caracteristicos, que no estaban presentes y/o eran menos
abundantes en todas las cepas. En el caso de cepas de S. aureus resistentes
a antibidticos se encontraron niveles elevados de grupos lipidicos tales como:
monoglicosildiactilglicerol, fosfatidilglicerol y diglicosildiactilglicerol (Hewelt-
Belka et al., 2016).

En el caso de E. coli ATCC a pesar de que la gentamicina fue mas eficaz en la
inhibicion del crecimiento, se ha demostrado que la exposicion gradual de la
bacteria a este antibidtico es un factor mutante que puede producir fenotipos
de colonias pequefas (SCV) y convertir a E. coli ATCC 25922 en una bacteria
con resistencia a multiples agentes antibacterianos, como los aminoglucdésidos
(Noaman et al., 2023). La gentamicina es un antibiético bactericida eficaz
contra Gram negativas, que se une directamente a los ribosomas (ARNr 30S)
inactivandolos y provocando una alteracién en la produccién de proteinas
(Hancock, 1981), por lo que se espera que las concentraciones graduadas de
este antibiético causen mutagenicidad directa en uno de los dos mecanismos
mencionados (Noaman et al., 2023). Es importante sefalar que la CMI de la
gentamicina frente a E. coli SCV mutada, en un estudio realizado por Noaman
et al., (2023), fue superior a 256 pg/ml, por lo que seria adecuado probar
plcat2lat en E. coli SCV mutadas tomando en cuenta el valor de CMI obtenido
en la presente investigacion.

Tomando en cuenta, que la principal patologia diana de interés de aplicacion
terapéutica de plcat1lat y plcat2lat es la mastitis bovina, cabe resaltar que de

acuerdo a Fazel et al., (2019) de 70 aislados de E. coli provenientes de mastitis
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bovina, el 47,1% portaba al menos uno de los genes ubicuos (strA, strB y aadA)
que causan resistencia a los antibiéticos de la familia de los aminoglucésidos,
entre los que se encuentra la gentamicina. Sin embargo, para este antibiético
las cepas aisladas mostraron una menor resistencia fenotipica (49,29%) en
comparaciéon al resto de los antibidticos respectivamente. Considerando lo
anterior y los resultados de esta investigacion, es probable que la
susceptibilidad de la cepa de E. coli aislada de mastitis bovina frente a plcat1lat
sea muy similar a la de la gentamicina.

En conclusion, el potencial antimicrobiano de plcatilat y plcat2lat es
comparable con el de los PDHs reportados en otras especies de cocodrilianos,
que han mostrado eficacia contra bacterias multirresistentes sin presentar
citotoxicidad significativa en modelos celulares (Soehnlein et al., 2008; Santos
et al., 2016, Barksdale et al., 2017; Chen et al., 2017; Tang et al., 2018;
Santana et al., 2021). No obstante, aun falta demostrar el/los mecanismos(s)
de accién de plcatllat y plcat2lat, aunque es probable que se asemeje al
reportado por Santana et al., (2022) en la catelicidina 8 de A. sinensis (As-
CATHS8), la cual actua despolarizando y permeabilizando las membranas de S.
aureus y A. baumannii. Ademas, en concentraciones cercanas a la CMI, As-
CATH8 muestra efectos modestos sobre las membranas, mientras que la
internalizacién del péptido y la senalizacion intracelular aun pueden haber
ocurrido a estas concentraciones.

La resistencia a los antibidticos también parece estar relacionada con la fuente
de infeccidon de la cual se aislen las cepas; esto también refleja su capacidad
potencial para formar biofilm. La principal respuesta adaptativa de las células
a un antimicrobiano es mantener la fluidez de sus membranas en un valor
constante, independientemente de las condiciones ambientales adversas.
Dicha estabilizacion representa la principal respuesta de las bacterias a los
compuestos membrana-activos o0 a los cambios en las condiciones
ambientales (Heipieper et al., 2003), evitando asi la pérdida de las propiedades
fisicoquimicas de la bicapa lipidica (Russell y Fukunaga, 1990).

De esta manera, los ensayos de actividad antibiofilm confirmaron la efectividad
de ambos péptidos en la inhibicidn de la formacion de biofilm por parte de
S.aureus y E. coli, lo que sugiere un mecanismo de accion diferencial con

potencial para aplicaciones terapéuticas. En general, la actividad antibiofilm
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aumento con la concentracion del péptido, alcanzando los valores mas altos a
512 pg/ml. Esta tendencia coincide con lo reportado por Mandalari et al., (2023),
en el cual se obtuvo un efecto dosis-dependiente sobre la formacién de
biopeliculas en diferentes cepas de S. aureus mediante el polifenol Floretina.
Hasta el momento no existen investigaciones de catelicidinas de cocodrilianos
donde evaluen su actividad antibiofilm, sin embargo Santana et al., (2021)
reportaron que la beta-defensina de A. mississippiensis (Am23SK) demostro
ser un péptido activo, capaz de afectar al crecimiento plancténico y la
formacion de biopeliculas de varios patdgenos bacterianos a concentraciones
inferiores a las de la mas activa de las defensinas humanas con actividad
antimicrobiana de amplio espectro documentada, HBD3.

En particular, plcat2lat destac6 por su actividad antibiofilm superior al
antibiético control (ampicilina) contra E. coli ATCC. Contrariamente, para las
cepas provenientes de los aislados clinicos, aunque ambos péptidos lograron
inhibir la formacion de biofilm, su eficacia fue menor que la de los antibidticos
control.

A pesar de que ambos péptidos mostraron alguna actividad antibiofilm sobre
las bacterias testeadas en esta investigacion, son necesarias modificaciones
posteriores en cuanto a su secuencia aminoacidica y/o probarlos en conjunto
con otros antibidticos existentes para demostrar posibles efectos sinérgicos
que optimicen su accion antibiofilm, tal como lo afirma Bai et al., (2022).
Igualmente, es recomendable no concebir las terapias con péptidos antibiofilm
como una alternativa o sustitucion a los antibidticos, por lo que su uso previsto
como terapias independientes, transformadoras, aumentativas o reparadoras
debe definirse en una fase temprana del proceso de desarrollo, ya que esto
determinara qué modelos de infeccion pueden ser adecuados para la
determinacion preclinica de la eficacia (Hancock et al., 2021).

En general, las bacterias han desarrollado complejos programas genéticos y
bioquimicos para mantener sus formas clasicas. Sin embargo, el tamafo y la
forma tipicos de las células bacterianas dependen de numerosas variables
propias de los entornos particulares asociados a estas. Para cada especie, las
dimensiones del diametro y la longitud de la célula estan estrictamente

controladas, como lo demuestra la minima variacién de tamafo que puede
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detectarse entre bacterias cultivadas en condiciones de crecimiento similares
(Justice et al., 2008).

Los efectos sobre las membranas bacterianas ocasionados por los péptidos
plcat1lat y plcat2lat, fueron evidentes en las micrografias electrénicas
obtenidas (Figuras 25, 26, 27, 28). En S. aureus ATCC ambos péptidos
generaron como mecanismo de accion la disrupcion de la membrana
bacteriana, parte de la estructura del peptidoglicano celular aparecié deprimida
y arrugada, lo que indica un dano inicial y el inicio de la filtracion del contenido
intracelular (Garcia-Salinas et al., 2018). Cabe resaltar que, aunque no se
reflejaron otros cambios en la morfologia de S. aureus, la exposicion de la
bacteria a plcat1lat durante 30 minutos (Figura 25D) alteré gravemente la pared
y la membrana celular de S. aureus generando la conjuncion de varias
bacterias o la formacién de una bacteria pseudomulticelular. Este ultimo
fendmeno ocurre cuando se impide la separaciéon celular en los cocos en
division, dando lugar a células con multiples septos. Los farmacos
antibacterianos que inducen este cambio incluyen inhibidores de la sintesis de
peptidoglicano de las clases beta-lactamica y glicopéptidos, inhibidores de la
sintesis de proteinas cloranfenicol, lincomicina y minociclina, y el inhibidor de
la sintesis de acido félico trimetoprima (Cushnie et al., 2016).

Contrario a S. aureus, la integridad de la membrana de E. coli frente a plcat1lat
(Figura 27) resultd comprometida a partir de los primeros 10 minutos de
exposicién, explicando la actividad bactericida de dicho péptido (Otto et al.,
2010) sobre E.coli ATCC. Las micrografias mostraron alteraciones
morfolégicas tales como lisis de la integridad de la membrana externa en las
células comparandose el dafio al ocasionado por diferentes componentes de
origen natural presentes en aceites esenciales, tales como carvacrol,
cinamaldheido y timol (Garcia-Salinas et al., 2018).

También, en E. coli para ambos péptidos (Figura 27 y 28), se observo en la
morfologia de esta bacteria ‘ampollas’, las cuales son protuberancias
localizadas en la membrana externa de las células bacterianas Gram negativas,
una capa de peptidoglicano intacta y una membrana citoplasmatica que impide
la extrusion del citoplasma. Las ampollas pueden aparecer durante el
crecimiento normal de las bacterias, pero aumentan en numero después del

tratamiento con ciertos antibiéticos y biocidas. Se ha informado de la formacion
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de ampollas inducida por agentes antibacterianos en numerosas especies
Gram negativas, incluida E. coli. La formacién de ampollas se produce después
del tratamiento con agentes activos en la membrana e inhibidores de la sintesis
de ARN y proteinas (Cushnie et al., 2016).

De esta manera, se expone que frente a la accion antimicrobiana de ambos
péptidos la plasticidad morfolégica de las bacterias patégenas es una
respuesta directa y adaptativa a la deteccion de cambios ambientales, lo cual
da lugar a organismos mas aptos que pueden sobrevivir a multiples formas de
estrés externo, y en esta respuesta recae la importancia de caracterizar y
optimizar los mecanismos de accidn de los agentes antimicrobianos evaluados,
para hacerlos aun mas potentes y eficaces.

Asimismo, a pesar de que los resultados de viabilidad celular en células VERO
resultaron ser mejores para plcat2lat, en comparacion a plcatilat, los
parametros relacionados a la citotoxicidad, ICso e IS, reflejaron una marcada
citotoxicidad dosis-dependiente en ambos péptidos. Este hallazgo limita su
potencial aplicacion sistémica directa y resalta la necesidad a futuro de explorar
modificaciones estructurales, formulaciones alternativas o aplicaciones

terapéuticas localizadas que reduzcan el riesgo de efectos adversos.
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DiSCcUSION GENERAL
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El desarrollo de nuevos farmacos representa un desafio considerable para el
avance médico y cientifico. Este proceso, con un promedio de 15 afos de
duracion y precios que oscilan entre 161 y 4.500 millones de délares (Cesaro
et al., 2025; Schlander et al., 2021), no solo es prolongado y costoso, sino que
enfrenta amenazas adicionales como la emergencia de cepas bacterianas
resistentes a los antibidticos. Esta problematica global afiade una presion
significativa sobre los sistemas de salud y subraya la urgencia de adoptar
enfoques innovadores para agilizar y optimizar el descubrimiento de
compuestos terapéuticos efectivos. En este contexto, las herramientas
basadas en inteligencia artificial y metodologias computacionales han surgido
como piezas centrales en el panorama de la investigacién biomédica moderna,
permitiendo explorar espacios quimicos mas amplios y acelerar procesos que
anteriormente requerian décadas.

El presente trabajo de tesis ejemplifica como la integracion de disciplinas como
biologia, quimica, farmacia y ML puede revolucionar la identificacion de
agentes antimicrobianos. Los péptidos plcatilat y plcat2lat, derivados del
genoma del yacaré overo, destacan no solo por sus propiedades
antimicrobianas, sino también por el potencial innovador que representan en
un campo donde la resistencia bacteriana sigue siendo una de las mayores
preocupaciones de la comunidad cientifica y médica. En particular, la
capacidad de estos péptidos para inhibir el crecimiento de colonias bacterianas
en cepas Gram positivas y Gram negativas, asi como la formacién de biofilm,
refuerza su promesa como alternativas terapéuticas viables.

Sin embargo, los resultados obtenidos muestran aspectos importantes que
deben considerarse en el analisis. Por ejemplo, la especificidad observada en
la actividad antimicrobiana de ambos péptidos sugiere que sus propiedades
fisicoquimicas y estructurales juegan un papel crucial en su eficacia. Esto no
es un hallazgo menor, ya que plantea la necesidad de enfoques mas dirigidos
a optimizar sus caracteristicas frente a diferentes tipos de bacterias. En el caso
de plcat1lat, su mayor efectividad contra S. aureus sefala una direccién clara
para modificaciones futuras: optimizar su interaccion con bacterias Gram
positivas, considerando las particularidades de sus membranas bacterianas y
los linajes mas relevantes, como CC97 y 1267 (Campos et al., 2022). Por otro

lado, el plcat2lat mostré un perfil de actividad mas destacado contra E. coli,
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esto implica que su accion podria estar relacionada especialmente a aquellas
cepas asociadas con betalactamasas de espectro extendido (ESBL-Ec). Este
hallazgo tiene implicaciones significativas, ya que estas enzimas no solo
otorgan resistencia, sino que también facilitan la transferencia de genes entre
bacterias, contribuyendo a la rapida propagacion de la resistencia
antimicrobiana (Nery Garcia et al., 2024).

Es importante resaltar que, aunque ambos péptidos demostraron actividades
antibacterianas similares a los antibiéticos controles, los valores de CMI
obtenidos en cepas ATCC y clinicamente aisladas fueron ligeramente menos
competitivos. Este resultado subraya una de las limitaciones actuales de los
péptidos, pero también implica el surgimiento hacia estrategias de mejora,
como la introduccién de mutaciones especificas que optimicen su interaccion
con bacterias especificas, o que podria potenciar su actividad antimicrobiana
de manera significativa.

Por otro lado, uno de los aspectos menos comprendidos y, por tanto, mas
prometedores para futuras investigaciones, es el mecanismo antibiofilm
ejercido por estos péptidos. La formacion de biofilm representa un desafio
clinico importante, ya que estas estructuras bacterianas son altamente
resistentes a los tratamientos convencionales. Analizar como plcatilat y
plcat2lat impactan en este fendmeno podria aportar informacién valiosa para
delinear asociaciones estructura-funcion, optimizar la accion de estos péptidos
y disenar terapias mas especificas. Sin embargo, es crucial reconocer que las
modificaciones orientadas a mejorar su actividad antibiofilm podrian diferir
significativamente de aquellas destinadas a potenciar su accion antimicrobiana
general, afiadiendo un nivel adicional de complejidad al disefio racional de
estos agentes.

Ademas, el presente trabajo pone en evidencia una brecha notable en el
conocimiento cientifico: la limitada exploracion de PDHs derivados de
cocodrilianos. A pesar del creciente interés en péptidos antimicrobianos de
origen animal, los cocodrilianos, como el yacaré overo, han recibido menos
atencion en comparacion con otros reptiles, posiblemente debido a barreras
logisticas como el acceso limitado a material genético y la falta de visibilidad
de sus propiedades inmunolégicas. Esta situacién contrasta con el potencial

biotecnoldgico de estas especies, que ademas desempeian roles ecologicos
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clave como modificadores del habitat e indicadores ambientales en regiones
como Santa Fe. Superar estas barreras mediante la publicacién abierta de
datos gendémicos y el fomento de colaboraciones internacionales podria no solo
ampliar el panorama de investigacion en PDHSs, sino también contribuir a
estrategias de conservacion mas efectivas para estas especies (Cordero et al.,
2024).

Finalmente, se vislumbran multiples oportunidades para optimizar las
propiedades de plcat1lat y plcat2lat. Las simulaciones de dinamica molecular,
el diseno racional mediante mutaciones especificas y el uso de analisis
estructurales avanzados como microscopia electrénica criogénica representan
enfoques prometedores para comprender y mejorar su mecanismo de accion.
Ademas, los ensayos in vivo en modelos animales permitiran evaluar su
eficacia y seguridad en contextos biolégicamente relevantes, un paso esencial
para su potencial desarrollo como agentes terapéuticos. Este enfoque esta
respaldado por avances recientes en la sintesis de péptidos, que han reducido
significativamente los costos de produccion y mejorado la estabilidad quimica
y metabdlica de estos compuestos (Mahlapuu et al., 2020).

También, la evaluacién de la citotoxicidad constituyé un componente esencial
para complementar los estudios de actividad antimicrobiana y antibiofiim de
plcat1lat y plcat2lat. Los resultados resaltan la necesidad de continuar
realizando ensayos de viabilidad celular en un rango mas amplio de
concentraciones y en diferentes lineas celulares, a fin de obtener un panorama
mas completo sobre su perfil de seguridad. Parametros como ICs, € IS se
revelan fundamentales para establecer la relacibn entre la eficacia
antimicrobiana y los posibles efectos adversos sobre células eucariotas. En
este sentido, aunque los valores alcanzados en este estudio muestran
limitaciones para aplicaciones sistémicas, constituyen un punto de partida
valioso que orienta futuras investigaciones hacia la optimizacion de las
secuencias peptidicas, el desarrollo de formulaciones mas seguras y la
definicion de contextos de uso mas apropiados, como aplicaciones tépicas o
en combinacion con antibidticos convencionales.

En conjunto, los hallazgos presentados no solo refuerzan la importancia de
plcat1lat y plcat2lat como agentes terapéuticos potenciales, sino que también

generan interrogantes criticas sobre cémo optimizar su disefio y aplicacion en
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un contexto clinico. Este trabajo no solo contribuye al conocimiento sobre estos
péptidos, sino que también resalta la necesidad de un enfoque
multidisciplinario para abordar los complejos desafios asociados con la

resistencia bacteriana y la bioactividad de los PDHs.
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Esta investigacion realiza una contribucién significativa al identificar y
caracterizar dos péptidos antimicrobianos, plcat1lat y plcat2lat, derivados de C.
latirostris. A través de una combinacion de predicciones computacionales y
validaciones experimentales, estos péptidos han demostrado potentes
actividades antimicrobianas y antibiofilm contra patégenos clinicamente
relevantes como S. aureus y E. coli, subrayando el potencial de estos como
alternativas terapéuticas viables, ante la creciente amenaza global de la
resistencia antimicrobiana a los antibidticos que demanda enfoques
innovadores en el desarrollo de agentes terapéuticos efectivos.

Los resultados de esta investigacion destacan la importancia de propiedades
estructurales y bioquimicas, como la cationicidad, la anfipaticidad y la
hidrofobicidad, en los mecanismos antimicrobianos de estos péptidos. Su
capacidad para causar disrupcion de las membranas bacterianas, evidenciada
en los cambios morfoloégicos observados bajo microscopia electrénica,
refuerza su eficacia bactericida. Ademas, su actividad contra la formacion de
biofilm representa una solucién prometedora para enfrentar uno de los
mayores retos de la resistencia bacteriana.

Mientras que plcat1lat mostr6 mayor efectividad contra bacterias Gram
positivas como S. aureus, plcat2lat destacd por su actividad superior contra
bacterias Gram negativas como E. coli, particularmente cepas asociadas a
betalactamasas de espectro extendido. Estas especificidades subrayan la
necesidad de optimizaciones estructurales dirigidas a maximizar su eficacia
frente a diversos blancos bacterianos.

Aunque las CMI de los péptidos fueron ligeramente menos competitivas en
comparacioén con los antibiéticos convencionales, sus novedosos mecanismos
de accién presentan una ventaja clave al mitigar el desarrollo de resistencia.
Futuras investigaciones deberian explorar el potencial sinérgico de estos
péptidos en combinacion con antibidticos existentes, lo que podria mejorar su
eficacia y prolongar la utilidad de las terapias convencionales.

La actividad antibiofilm observada, aunque prometedora, requiere mayor
investigacion para comprender completamente los mecanismos involucrados
y optimizar su aplicacion en contextos clinicos. Dado lo complejo de abordar
infecciones asociadas a biofilms, las modificaciones en las secuencias

aminoacidicas de los péptidos y las terapias combinadas podrian develar todo
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su potencial terapéutico. Igualmente, a pesar de que la viabilidad celular con
plcat2lat se mantuvo cercana al 50 %, los parametros de citotoxicidad en
células VERO evidenciaron que ambos péptidos presentan valores de ICs, €
IS bajos, lo que limita su aplicacion sistémica directa y resalta la necesidad de
realizar ensayos adicionales en un rango mas amplio de concentraciones y
modelos celulares.

Esta investigacidon aborda también una brecha significativa en el conocimiento
sobre los PDHs derivados de cocodrilianos. Las adaptaciones inmunoldgicas
unicas de estas especies, junto con su historia evolutiva como parte de los
arcosaurios, los convierten en un modelo animal cuyas capacidades
inmunoldgicas han sido poco aprovechadas para la investigacion
antimicrobiana. Superar barreras como el acceso limitado al material genético
y la falta de visibilidad sobre su biologia es esencial para aprovechar
completamente su potencial biotecnoldgico.

Para ampliar estos hallazgos, se propone avanzar en estrategias como el
analisis estructural mediante Cryo-EM y NMR, que permitan un entendimiento
mas profundo de las configuraciones de los péptidos y sus interacciones con
membranas bacterianas. Las simulaciones de dinamica molecular y el disefio
racional basado en mutaciones especificas ofreceran vias para optimizar la
estabilidad, especificidad y actividad de los péptidos. Ademas, los estudios in
vivo en modelos animales seran cruciales para evaluar su seguridad y eficacia
en condiciones bioldgicas relevantes.

En conjunto, ambos péptidos representan un paso prometedor hacia el
desarrollo de agentes antimicrobianos novedosos. Este trabajo no solo
expande el conocimiento sobre los PDHs derivados de cocodrilianos, sino que
también subraya el poder de la investigacion interdisciplinaria para enfrentar
desafios globales como la resistencia bacteriana. Al integrar biologia,
herramientas computacionales y aplicaciones clinicas, esta investigacion
sienta un precedente para avances significativos contra las infecciones

bacterianas resistentes.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectros de absorcion de plcat1lat y plcat2lat para dicroismo circular
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Imagen 2: Espectros de absorcidn uv- visibles- Espectro naranja : pept1 concentracion original;
espectro celeste pept 1 diluido 1/ 5; espectro magenta diluido 1/125.
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Anexo 2. Hojas técnicas proporcionadas por BIOMATIK de plcat1lat y plcat2lat

Elomatik
Tet [ST9) 4837195, (200) E35-2083
Faor [ST9) 2310140, (577) 223515

Date:

Order Number:
Product Type:
Catalog Number:
Peptide Mame:

Sequence (N to C):

IV
Salt Form:

Cuantity:

Suggested Solvent:

Lot Number:
Appearance:

Storage:

Limited Usage:

ASSAY

MW by M5

Purity by HPLC
Peptide Content
TFA Content
Moisture Content

Certificate of Analysis

2023-09-06

H5P231074

Chemically synthesized peptide
1102606

plcatllat
KRVNWPKVGRTVLRFLPYI-NH2

2341.84

Trifluoroacetate (TFA Salt)

15.0mg

1.0mg peptide soluble in 1.0ml DMSO
P230821-H51102606

White to off-white lyophilized powder.
Store lyophilized peptide at -20°C upon
receipt. Reconstitute only the amount of peptide needed
for immediate use.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic
procedures, or for administration to humans or animals.

SPECIFICATION ACTUAL
2342.00 Conforms
*38% 98.15%
N/A N/A

NfA NfA

NfA N/fA
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Biomatik

Tel: (§10)480-T105, (800) B36-C020
Fax: (§18) 231-0140, (BTT) 221-3615
Email: info@biomatik.com

hitp:ffwww. biomatik .com
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Blomatlk
Tet {510)450-7195, (EDD)

@ BIOMATIK s S

P wisha. Dl cmatik. com
HPLC REPORT

Product Name :pleatilat KI-19
Lot Ne ‘P230821-H51102606
Column (Gemini-NX 54 C1E 1104, 4. 62250mm
Solvent A 0. 1%Trif luorcacetic imn 100% Acetomitrile
Solvent B 20 1%Trif luoreacetic in 100% Water
Gradient 5 A B

0. 0lmin 25% 5%

25min S0 0%
25.0lmin. 100% %

Ilmin Stop
Flow rate 1. Oml/min
Wavelength 1 220nm
Volume : 20ul
v
([0

B

B 2
B
o0
L]
o
A
L]
m
H0
A—
1o K f § ] i 1 14 L] b w z =
Rank Time Conc. Ares Height
1 11.250 1.B48E 178584 24123
2 11.550 BB. 1512 4814984 804193
Total 100 Se600DEE BIE31E
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Edomatik
Tet [513) 485713, (500) S36-B0E3
Fa (513) 231-0140, (577) 2243515
Email: Infoibiomati com
hifpcifwws iomatkcom

Date:

Order Number:
Product Type:
Catalog Number:
Peptide Mame:

Sequence (N to C):

W
Salt Form:

Quantity:

Suggested Solvent:

Lot Number:

Appearance:

Storage:

Limited Usage:

ASSAY

MW by M5

Purity by HPLC
Peptide Content
TFA Content
Moisture Content

Certificate of Analysis

2023-09-06

#5P231074

Chemically synthesized peptide
1102607

plcat2lat

REKFPWEKKVLKGA-NH2

1487 87

Trifluoroacetate (TRA Salt)
15.0mg

1.0mg peptide soluble in 1.0ml DMSO
P230821-H51102607

White to off-white Iyophilized powder.

Store lyophilized peptide at -20°C upon

receipt. Reconstitute only the amount of peptide needed
for immediate use.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic
procedures, or for administration to humans or animals.

SPECIFICATION ACTUAL
1487.70 Conforms
>08%, 98 52%
N/A N/A

N/A /A

N/A N/A
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Biomatik

Tet (519} 489-7105, (300) 836-2089
Fax: (519} 231-0140, (877) 221-3515
Email: info@biomatik.com
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Elomiatik
Tet [S19) 4857195, (300) E36-B083

@ BIOMIATIK e

hipcfaws bicmatk.com

HPLC REPORT

Product Name :plestllat RA-12
Lot No - P230821-HS1102607
Column :Gemini-NE Sp C18 110a, 4. 6#250mm
Solvent A ;0. 1%Triflucrcacetic in 100% Acetonitrile
Solvent B :0. 1%Trifluorcacetic in 100% Water
Gradient : A B

0.01lmin 10% 90%

20min 0% 30%
25 0lmin 100% 0%

30min Stop
Flow rate 1. Oml/min
Wavelength - 220nm
Volume : 20ul

L fem b l'-'
Ramk Time Cone. Area Height
1 B.T49 0.5294 45799 3259
10,242 0.6423 35470 2275

3 10.853 98.5283 5440702 487564
Total 100 5521971 453088
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Anexo 3. Estilos anfipaticos comunes de péptidos antimicrobianos (Modificado de: : Bui Thi
Phuong et al., 2024)

Modelo 1A
‘ Modelo 2A ’ ‘ Modelo 2B }

Modelo 1B
IR / \ VAP

Modelo 2C 2B & 2C

N\ Carahidrofobica 4 N\ Cara hidrofilica

Segmento Segmento
- hidrofabico - hidrofilico
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