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RESUMEN

En esta investigacion se presenta un estudio computacional de la dermaseptina
SP2 (DRS-SP2) extraida de exudado de la piel de la rana Agalychnis spurrelli.
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Ensayos experimentales han permitido extraer, purificar y obtener la secuencia
de aminoacidos de este péptido, ademas de demostrar sus propiedades anti-
microbianas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicans. Con la secuencia dilucidada, se realiz6 un estudio computacional
de la estructura obteniéndose sus propie-dades fisico-quimicas, su
estructura secundaria y su similitud con otros péptidos conocidos. Ademds, se
realiz6 el acoplamiento molecular de este péptido conla membrana
celular y varias enzimas conocidas para  suprimir a  estos
micro-organismos. Los resultados muestran que la DRS-SP2 es un péptido
catiénicoa-helicoidal con un punto isoeléctrico de 10,68 y carga positiva +3
a pH fisio-16gico. Se determin6 que su estructura es diferente a todas las
dermaseptinasque se encuentran en bases de datos llegando a un
porcentaje de identidadmaximo del 80 %. Estudios de acoplamiento
molecular sugieren que el meca- nismo de accién de este péptido no se da
por la inhibicién de vias enzimaticasvitales para el microorganismo, sino
por lisis celular.

ABSTRACT

In this research, we present a computational study of Dermaseptine SP2 (DRS-
SP2) extracted from the skin of the frog Agalychnis spurrelli. Experimental assays
allowed extracting, purifying and obtaining the amino acid sequence of this
peptide. Furthermore, they have demonstrated its antimicrobial properties
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans.
With the sequence, a computationalstudy of the structure was carried out,
obtaining its physical-chemical properties,its secondary structure and its
similarity with other known peptides. Also, a mo-lecular docking study of this
peptide was performed against cell membrane andseveral enzymes known to
kill these microorganisms. Results showed that DRS-SP2 is an a-helical
cationic peptide with an isoelectric point of 10.68 and apositive charge +3
at physiological pH. It was determined that its structure is different to all
dermaseptines found in databases reaching a maximum identityof 80 %.
Molecular docking studies suggest the mechanism of action of thispeptide
is not given by the inhibition of a vital enzymatic pathway, but by de-
struction of the microorganism by cell lysis.
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INTRODUCCION

Las glandulas granulares en la piel de
algunas especies de ranas, sintetizan
péptidos con una actividad antimi-
crobiana de amplio espectro contra
bacterias, hongos y protozoos, por
lo que constituyen parte esencial
del sistema inmune innato del
animal (Conlon, 2012; Holthausen et
al.,, 2017; Lacombe et al.,2015;
Manzo et al., 2014; Scorciapino et
al., 2013).

Hasta la fecha, mas de 900 péptidos
eucariotas han sido descritos, de los
cuales mas de la mitad han sido ais-
lados de ranas de la familia Hylidae
de Sudamérica o Europa, y ranas de
la familia Ranidae proveniente de
Asia o Nor- teamérica (Nicolas &
Amri, 2009; Ni- colas & Ladram,
2013; Samgina et
al., 2012).

Gran parte de estos péptidos pertene-
cen a la familia de las dermaseptinas.
Las dermaseptinas son una familia de
péptidos aislados principalmente del
género de ranas Phyllomedusa (Nico-
las & Ladram, 2013). Estos son pépti-
dos anfipaticos policatiénicos (ricos
en lisina) y a-helicoidales, con 28-34
residuos de longitud, que se encuen-

tran entre los principales constituyen-
tes de las secreciones de la piel de las
ranas arbéreas (Ammar et al., 1998;
Melchiorri & Negri, 2009).

Estudios han demostrado su actividad
contra virus, células cancerigenas,
propiedades antioxidantes, antitumo-
rales, antidiabetes, inhibicion de en-
zimas, y efectos quimiostaticos, por
lo que son interesantes para el descu-
brimiento de nuevos medicamentos
(Holthausen et al., 2017; Huang et
al., 2017; Marani et al., 2015). Al ser
miembros prototipicos de una gran
clase de péptidos catiénicos, estos
dafan la membrana, al experimentar
una transicion de espiral a hélice, al
unirse a las bicapas lipidicas (Nicolas
& Amri, 2009; Nicolas & Ladram,
2013).

A concentraciones micromolares, es-
tos péptidos causan la lisis celular de
una amplia gama de microorganis-
mos, que incluyen bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, levadu-

ras, protozoos y hongos, sin efectos

nocivos contra las células de
mamiferos (Ammar et al., 1998;
Nicolas & Amri, 2009; Nicolas &

Ladram, 2013).
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Andlisis espectroscépicos y compu-
tacionales, sugieren que la flexibili-
dad estructural del terminal Ny C
juegan un papel crucial en la interac-
ciéon con la membrana peptidica

(Stutz et al., 2017).

Agalychnis spurrelli, cominmente
llamada rana mono planeadora,
anfibio del

la familia

es una especie de
orden Anura y de

Hylidae. Esta especie habita en el
Ecuador en las provincias de

Rios, Manabi,

Carchi y Pichincha es nocturna y

Esmeraldas, Los

viven en bosques hdmedos, cerca

de cuerpos de agua, donde se re -

producen (Duellman, 2001; Gray,
1997, MECN, 2010; Ortega-Andra-
de, 2008).

El objetivo del presente estudio fue
aplicar técnicas computacionales en
la dermaseptina SP2 extraida de la
piel de la rana Agalychnis spurrelli,
para determinar las propiedades fi-
sico-quimicas, la
secundaria y la similitud con otros
péptidosconocidos. Ademas, se

estructura

realizo el acoplamiento molecular
de este péptido con la membrana
celular y varias enzimas conocidas
por matar a cepas de Escherechia

coli, Staphylococcus aureus 'y
Candida albicans.

MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacion, se utilizaron
diferentes técnicas computacionales
que incluyen el uso de distintos pro-
gramas, servidores y pdginas web.
Las propiedades fisico-quimicas de la
dermaseptina SP2 (DRS-SP2), fueron
predichas utilizando las paginas Ex-
Pasy (Gasteiger et al., 2005), Pepcalc
(Innovagen, 2015), Biosyn (Bio-Syn-
thesis Inc, 2018), JPred 4 (Drozdets-
kiy et al.,, 2015), PSIPred (Jones,
1999). Las comparaciones del pép-
tido en estudio con otros péptidos de
diferentes especies de anfibios, fue-

ron realizadas mediante la base de
datos Uniprot (https://www.uniprot.
org/). La estructura tridimensional del
péptido fue obtenida a través del pro-
grama Pymol (Schrodinger, 2017) y la
optimizacién de la estructura se rea-
liz6 usando mecanica estadistica con
el campo de fuerza MM2, implemen-
tado en el “software” ChemDraw
(PerkinElmer Informatics, 2009). Una
vez obtenido el péptido optimizado,
se procedio a realizar el estudio de
acoplamiento molecular (Docking)
mediante el programa Autodock
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VINA (Trott & Olson, 2010). Ademas,
se realizo6 la interaccion de este pép-
tido con los fosfolipidos de la mem-
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brana celular mamifera y bacteriana
para obtener mayor informacién
sobre su mecanismo de accion.

RESULTADOS

Mediante el uso de Cromatografia Li-
quida de alta eficiencia (HPLC) para
la separacion y técnicas de clonaje y
secuenciacion, se obtuvo la secuen-
cia de aminodcidos de DRS-SP2
(ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNSVT

DMVNQ). Este péptido fue sinteti-
zado y probado experimentalmente,
siendo efectivo frente a tres microor-
ganismos E.Coli, S.Aureus y C.Albi-
cans (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados experimentales de la bioactividad de la DRS-SP2

Nombre  Origen Fuente Microorganismo Cepa Bioactividad MIC*
Echerichia coli QA;/%CQ S 8

DRS-SP2  sintéfico Afg[}yrfgﬁ’is RIS Si 8
e M s w

* Concentracién inhibitoria minima (mg/L)

Una vez comprobada la actividad
antimicrobiana in vitro, se procedid
a estudiar el péptido mediante técni-
cas computacionales. En primer

lugar, se predijeron las propiedades

fisico-quimicas de la DRS-SP2 que se
muestran en la Tabla 2. La carga neta
del péptido en dependencia del pH 'y
la flexibilidad del mismo se muestran
en la Figura 1.
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Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas de la DRS-SP2
aislada de Agalychnis spurrelli
Secuencia ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNSVIDMVYNQ
NUmero de aminodcidos 28
Peso molecular 2990,51
Férmula molecular C134H291N37038S
NUmero de atomos 431
Punto isoeléctico 10,64
Aminodcidos con carga positiva 4
Aminodcidos con carga negativa 1
% de aminodcidos bdsicos 14,29
% de aminodcidos neutros 32,14
% de aminodcidos dcidos 3,57
% de aminodcidos hidrofébicos 50,00
Carga +3 (bdsico)
Carganetaa pH7 3
Hidrofobicidad a pH 6.8 27.07

Coeficiente de extincién

5500 M'ecm™ a 280 nm

Vida media estimada

4,4 horas (reficulocito mamifero, in vitro)
>20 horas (levadura, in vivo)
>10 horas (Escherichia coli, in vivo)

indice de inestabilidad

7,48

En cuanto a la estructura secundaria,
tanto JPred, PSlpred como la estruc-
tura optimizada, predijeron que este
péptido va a tener una estructura se-
cundaria en forma de hélice alfa (Fi-
gura 2).

La DRS-SP2 fue comparada con pép-
tidos de la misma familia en especies
diferentes, para determinar su por-
centaje de similitud (Tabla 3). La si-
militud de la DRS-SP2 con diferentes

dermaseptinas va de un 29,63 % con
la dermaseptina 8 de Phyllomedu-

sa tarsius a un 82,14 % con la derma
septina 2 de la misma especie.

La interaccién del péptido con las di-
ferentes enzimas muestra que, en
ningln caso, la DRS-SP2 va a tener
una mayor afinidad con la enzima en
comparacién con un inhibidor cono-
cido (Tabla 4).
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b.

Figura 1. Propiedades de la DRS-SP2. a. Carga neta en funcion del pH. b. Flexibilidad

del péptido en funcidn de la secuencia aminodcida (Bio-Synthesis Inc, 2018)
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Figura 2. Estuctura secundaria de la DRS-SP2. a. Prediccién obtenida de JPred.
b. Optimizacién del péptido con el campo de fuerza MM2.
c. Prediccién obtenida de PSIpred
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Tabla 3. Comparacion de varias Dermaseptinas con DRS-SP2
% ident.
Entrada Nombre Organismo Secuencia Longitud DORS-SP2
P84936  Dermaseptin-H6  Phyllomedusa azurea GLWSTIKQKG KEAAIAAAKA AGQAALGAL 29 38.10
P80280 Dermaseptin-4  Phyllomedusa sauvagei ALWMTLLKKY LKAAAKALNA VLVGANA 27 44.44
P83637  Dermaseptin-01  Phyllomedusa oreades GLWSTIKQKG KEAAIAAAKA AGQAALGAL 29 38.10
P84922 Dermaseptin-2 Phyllomedusa tarsius ALWKDILKNV GKAAGKAVLN TVIDMVNQ 28 82.14
Phyll d
P84600  Dermaseptin-5 ylomeausa GLWSTKQKG KEAAIAAAKA AGQAALGAL 29 38.10
hypochondrialis
P84921 Dermaseptin-1 Phyllomedusa tarsius GLWSKIKETG KEAAKAAGKA ALNKIAEAV 29 44,00
P84925 Dermaseptin-5 Phyllomedusa tarsius GLWSKIKEAA KTAGKAAMGF VNEMV 25 37.50
P84927 Dermaseptin-7 Phyllomedusa tarsius ALWKDVLKKI GTVALHAGKA ALGAVADTI Q 31 53.57
Phyll d
COHKP8  Dermaseptin-4 ylomeausa GLWSTIKGKG KEAAIAAAKA AGKAALNAASEAL 33 40.00
nordestina
P84928 Dermaseptin-8 Phyllomedusa tarsius ~ SLRGFLKGVG TALAGVGKVV ADQFDKLLQAGQ 32 29.63
Tabla 4. Valores de Afinidad ente la DRS-SP2 y diferentes enzimas
Organismo Enzima Inhibidor conocido  Afinidad (kcal/mol)
Inhibidor conocido DRS-SP2
S. aureus Proteina de unién Ceftobiprole -9.5 5,1
de Penicilina G-acil 2A
Hidrolasa AmiA Muramil tetrapeptideo -7,1 -5,0
E. coli ADN girasa B ADP -10,4 -4,2
Proteina de unién de Moenomicina -7.3 -5.1
Penicilina Transglicosilasa 1b
C. albicans Exo-B-(1,3)-glucanasea Castanospermina -7,0 -5,3
Proteasa aspdrtica A70* 7,7 -6,1

secretada

* A70: N-etil-N-[(4-metilpiperazin-1-il)carbonil ]-D-fenilalanil-N-[(1S 2S 4R)-4-(butilcarbamoil)- 1-(ciclohexilmetil)-

2-hidroxi-5-metilhexil]-L-norleucinamida

El acoplamiento molecular entre la
DRS-SP2 y las membranas celulares,
tanto de células de mamifero como
de bacteria, muestra una mayor afini-

dad de este péptido hacia la mem-
brana de célula bacteriana en 0,8
kcal/mol (Tabla 5).
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Observando graficamente la interac-
cion (Figura 3), se puede ver que el
péptido penetra por la membrana de
la célula bacteriana, cosa que no
ocurre en la membrana de la célula
mamifera.
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Tabla 5. Interaccién entre
la membrana celular y la DRS-SP2

Membrana celular  Afinidad (kcal/mol)
Mamifera -3.2
Bacteriana -4,0

Figura 3. Interaccién de la DRS-SP2 con:
a. Membrana celular mamifera; b. Membrana celular bacteriana

DISCUSION

Los resultados experimentales mues-
tran que la DRS-SP2 extraida de |a se-
crecion de la piel de la Agalychnis
spurrelli, posee propiedades antimi-
crobianas contra bacterias Gram ne-
gativas (E. coli), bacterias anaero -
bias Gram positivas (S. aureus) y

hongos (C. albicans).

Dentro de sus propiedades, la DRS-
SP2 es un péptido de cadena corta

(28 aminoacidos) que posee en su es-
tructura cuatro lisinas (aminoacidos
basicos) y solo un aminodcido nega-
tivo (dcido aspartico); esto le confiere
una caracteristica basica reflejada en
su punto isoeléctrico (10,64) y su
carga neta a pH 7 (3).

El coeficiente de extincion se define
como la fuerza que tiene una sustan-
cia, en este caso el péptido, de absor-
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ber luz a determinada longitud de
onda por concentracién molar (Gill
etal., 1989). En este caso, la longitud
de onda estudiada fue 280 nm. Esta
medida estd intimamente relaciona-
da con la composicion del péptido,
ya que sélo ciertos aminoacidos, los
que poseen un anillo aromatico en su
estructura, son capaces de absorber
radiacién electromagnética a esta
longitud (tirosina, triptéfano y fenila-
lanina), el triptéfano es el que mas
absorbe. En el caso de la DRS-SP2,
dos aminoéacidos son los responsa-
bles de este coeficiente de extincion,
un triptéfano y una fenilalanina.

La vida media predicha para este
péptido es de 4,4 horas en reticulo-
citos mamiferos, y de més de 10
horas en E. coli. Esto permite, de ma-
nera preliminar, inferir que esta der-
maseptina podria en un futuro ser
usada en humanos para combatir in-
fecciones microbianas, debido a que
la vida media en humanos es menor
que en una bacteria.

El indice de inestabilidad estima la
estabilidad de una proteina en un
tubo de ensayo, basado en un estudio
estadistico en dipéptidos en solucion
(Guruprasad et al., 1990). El valor ob-

tenido de 7,48 indica que el péptido
es estable, lo cual era esperado ya
que, en la naturaleza, este necesita
ser excretado a través de la piel de la
rana, entrar en contacto con la bac-
teria y ejercer su funcion.

La prediccion de la flexibilidad de la
DRS-SP2, muestra que las zonas de
los extremos y una pequefa zona en
el centro del péptido son las partes
menos flexibles de la proteina, mien-
tras que dos zonas intermedias entre
estas son las mas flexibles. Esto no
era esperado, ya que en solucion, las
partes que deberian tener una mayor
flexibilidad son los extremos. Un es-
tudio mas detallado mediante técni-
cas de dinamica molecular seria
necesario para poder corroborar o
descartar esta prediccion obtenida.

En cuanto a la estructura secundaria,
las tres predicciones utilizadas mues-
tran al péptido como una hélice alfa,
tal como se indica en la literatura
(Melchiorri & Negri, 2009). Existe
una pequefa diferencia ente los tres
métodos, donde, JPred predice que el
péptido se presenta en forma de hé-
lice alfa en toda su estructura, con
excepcién de los dos primeros y los
dos Gltimos aminoacidos. PSlpred, en
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cambio, muestra una estructura alfa
helicoidal en todo el péptido, a ex-
cepcioén del primer y el Gltimo ami-
nodcido. Finalmente, la estructura
optimizada es un péptido alfa-heli-
coidal en toda la secuencia, a excep-
cién del primer aminodacido, los dos
dltimos y los aminodcidos 9y 10 (As-
paragina e Isoleucina).

Con la base de datos de Uniprot, se
compararon cientos de dermasepti-
nas descubiertas en otras especies de
ranas, con la obtenida a partir de
Agalychnis spurrelli. Los porcentajes
de similitud encontrados muestran
que este péptido, aislado de la rana
mono planeadora, posee una estruc-
tura secundaria y una longitud simi-
lar a las encontradas en otras espe-
cies de ranas, al demostrar que el
péptido pertenece a la misma familia
de las dermaseptinas y compartir sus
propiedades antimicrobianas. La ma-
yor similitud se encontré con la der-
maseptina 2 de la rana tarsio (Phyllo-
medusa tarsius), que también habita
en territorio ecuatoriano. Seria inte-
resante investigar a nivel genético
cual es la relacién que existe entre
estas dos especies y como esto deter-
mina la similitud en sus péptidos de
defensa microbiana.
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El estudio de modelacién molecular
mostré que el mecanismo de accién
de la DRS-SP2 no se da por inhibi-
cién de ninguna de las vias enzimati-
cas propuestas. En el caso de la Pro-
teina de unién de Penicilina G-acil
2A, uno de los inhibidores conocidos
es el Ceftobiprole. Este medicamento
pertenece a la familia de las cefalos-
porinas (Wishart et al., 2018). En las
interacciones enzima-sustrato, la car-
ga y el tamano del inhibidor es de
suma importancia. En el caso de este
antibidtico, su carga en pH fisiol6gico
es -1 en comparacion a +3 del DRS-
SP2. Ademads, en su estructura, el anti-
bidtico posee solo 58 dtomos en com-
paracion a los 431 atomos del pépti-
do, lo cual va a hacer que no logre en-
trar en el bolsillo enzimatico, y si logra
entrar parcialmente, la diferencia de
cargas afecte la unién (Figura 4).

En el caso de la Hidrolasa AmiA, tan-
to el inhibidor (Muramil tetapéptido)
como el DRS-SP2 son péptidos bési-
cos con diferencia en su longitud (4
aminodcidos versus 28) y en la sepa-
racion que existe entre los aminodaci-
dos basicos. En el caso del Muramil
tetapéptido, al estar mds seguidos, lo-
gran una mejor interaccién en el sitio
activo de la hidrolasa AmiA.

51



infoANALITICA 7 (1)
Enero 2019

La ADN Girasa B es una enzima que
reduce la tensién de las cadenas de
ADN durante su replicacion. Los in-
hibidores atacan el sitio de unién de
esta enzima con el ADP. Este nucleé-
tido, debido a los grupos fosfato, es
una molécula con carga negativa,
que es lo opuesto a la del DRS-SP2,
lo que explicaria su baja afinidad.

La diferencia de afinidades del inhibi-
dor con la DRS-SP2 en la proteina de
unién de Penicilina tranglicosilasa 1b,
se da por el mismo fenémeno de car-
ga y tamafo, explicado para la prote-
ina de unién de Penicilina G-acil 2A.

La proteasa aspartica secretada posee
como inhibidor a la molécula A70.
Las proteasas son enzimas que rom-
pen enlaces peptidicos, razén por la
cual, la diferencia en la afinidad del
inhibidor con esta enzima en compa-
racion con la DRS-SP2 es tan solo 1,6
kcal/mol, es la menor de todos los
casos estudiados. Con esta enzima, la
DRS-SP2 no podria ser un inhibidor,
ya que los péptidos son sustratos na-
turales. Estos se van a hidrolizar, por
lo que perderia su accién impidién-
doles inhibir la enzima.

o
T ML

..-o,?? -

Figura 4. Acoplamiento de la Proteina de unién de Penicilia G-acil 2A.
a. Enzima tridimensional. b. Ceftobiprole. c. DRS-SP2. e. Ceftobiprole en el bolsillo
enzimdtico. e. DRS-SP2 en el bolsillo enzimdtico
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En la interaccién de la DRS-SP2 con
la membrana celular, mas que las
energias de interaccion, lo que mas
resalta es como el péptido interac-
ciona con la membrana. En el caso
de la membrana mamifera, el péptido
se mantiene en la superficie, lo que
indica que la interaccion se da en la
superficie y no va a ingresar por la
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membrana, cosa que si pasa con la
membrana bacteriana. Esto se tra-
duce en baja toxicidad para los seres
humanos, ya que este péptido no va
a matar células en el cuerpo. Lo con-
trario va a pasar en la bacteria, donde
al penetrar en la membrana va a rom-
perla, causando lisis celular y ma-
tando al microorganismo.

CONCLUSIONES

La DRS-SP2, extraida de Agalychnis
spurrelli es un péptido catidnico de

cadena corta que posee efectos anti-
microbianos sobre bacteria Gram
positivas, ~ Gram negativas vy
hongos.  La prediccién de sus
propiedades muestra un péptido
punto
isoeléctrico de 10,68 y unacarga

+3 a pH fisiolégico. Estudios de

alfa-helicoidal con un

acoplamiento molecular sugirieron
que el mecanismo de accién de este
péptido no se da por la inhibicion de

vias enzimaticas vitales para el mi-
croorganismo, sino que ataca la
membrana celular bacteriana cau-
sando lisis celular. Comparacion con
dermaseptinas de otras especies de-
mostraron que esta secuencia pepti-
dica no se encuentra en ninguna otra
especie reportada hasta el dia de hoy.
Asi, esta molécula podria ser estu-
diada mas a fondo como punto de
partida para un medicamento antimi-

crobiano de ultima generacion.
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