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Resumen

En este trabajo de doctorado se realiz6 la caracterizacion y evaluacion, tanto in vitro como
in vivo, de una serie de nuevos péptidos antimicrobianos (PAMs). A partir de tres secuencias
disefiadas y evaluadas previamente en el laboratorio, se realizaron modificaciones
aminoacidicas especificas y se obtuvieron seis secuencias nuevas. Con estas nuevas
secuencias, y al compararlas con sus secuencias parentales, se pudieron obtener datos
valiosos sobre la influencia de los diferentes parametros fisicoquimicos y la interaccion de
estos PAMs con membranas bioldgicas. En estos estudios se realizd la caracterizacion de
todas las secuencias analizando parametros fisicoquimicos in silico y también de forma
experimental mediante ensayos biofisicos de estructura secundaria e interaccién con
membranas modelo y eritrocitos. Los resultados obtenidos permitieron hipotetizar un posible
mecanismo de accion sobre las membranas bacterianas y echar luz sobre la influencia de
algunos parametros fisicoquimicos en la selectividad de los PAMs por membranas
procariotas o eucariotas. Posteriormente se analizé la actividad bioldgica in vitro, evaluando
toxicidad sobre eritrocitos murinos y actividad antimicrobiana y antibiofilm en Staphylococcus
aureus ATCC25923 y Pseudomonas aeruginosa PAO1. Los péptidos con mejor actividad y
menor toxicidad fueron seleccionados para trabajar con un aislamiento clinico que presenta
resistencia a carbapenemes: P. aeruginosa M13513. En esta cepa se evalu6 la actividad
antimicrobiana, antibiofilm y la sinergia de los péptidos con meropenem. La mayoria de los
PAMs presentaron buena actividad antibacteriana tanto en las cepas sensibles como en la
resistente a carbapenemes, y tres de ellos mostraron efecto sinérgico con meropenem.
Posteriormente, se puso a punto un modelo de infeccion en larvas de Galleria mellonella

(GM), para las tres cepas bacterianas utilizadas. En este modelo se evalud actividad
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antimicrobiana in vivo de los péptidos seleccionados frente a todas las cepas, asi como el
efecto sinérgico con meropenem frente al aislamiento clinico. Finalmente, se utilizo el
modelo de infeccién en GM enfocado en el estudio de metalo-B-lactamasas. En esta parte
del trabajo se decidié evaluar in vivo si la presencia de metalo-p- lactamasa Nueva Delhi
(NDM-1) secretada en vesiculas de membrana externa (OMVs, por sus siglas en inglés) es
capaz de brindar proteccién en infecciones con Escherichia coli sensible a carbapenemes,
y en co-infecciones de E. coli que secreta OMVs con NDM-1y P. aeruginosa sensible. Los
resultados obtenidos permitieron comprobar que la secrecion de NDM-1 anclada a OMVs es

capaz proteger poblaciones bacterianas circundantes durante co-infecciones en GM.
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INTRODUCCION GENERAL

Situacion actual: la lucha contra las “superbacterias”

La aparicion de los antibioticos y su implementacion en la practica clinica, hace
menos de 100 afos, fue uno punto de inflexién en el control de las enfermedades
infecciosas y elevO considerablemente la esperanza de vida de la poblacion.
Ademas de salvar millones de vidas, los antibiéticos han generado una revolucion
en la medicina. Han contribuido al éxito en diversos campos como trasplantes,
supervivencia de prematuros e inmunodeprimidos, cirugias para colocacion de
protesis o catéteres vasculares, donde las infecciones tienen alta prevalencia. Sin
embargo, las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas mas
importantes de muerte, aun a principios del siglo XXI. Actualmente, la eficacia de
estos farmacos estd seriamente amenazada por la aparicion y aumento de
resistencia a los antimicrobianos. Este fendbmeno que vine en aumento desde hace
no pocos afios y parece ser implacable, nos enfrenta hoy a patégenos humanos
que son resistentes a varias drogas de uso habitual, e incluso algunos presentan
resistencia a todos los antimicrobianos conocidos: las bacterias pan-resistentes.
La medicina moderna estd seriamente amenazada; intervenciones médicas que
han logrado llevarse a cabo con éxito y de forma rutinaria, hoy son altamente
susceptibles de complicaciones por causa de bacterias multirresistentes. Esto
pone en riesgo desde el tratamiento de enfermedades infecciosas comunes hasta
las cirugias, el tratamiento de enfermedades crénicas como diabetes, las
cesareas, los trasplantes de organos y la dialisis, entre otros [1]. Ademas, las
infecciones causadas por bacterias resistentes aumentan la morbilidad, mortalidad
y costo de tratamiento de los pacientes, en comparacién con las infecciones
producidas por bacterias sensibles [2]. Por lo tanto, no sélo representan una
amenaza para la salud sino que también son un grave problema econdmico que
afecta el funcionamiento de los sistemas de salud en general, derivando recursos
en el tratamiento de multiples enfermedades infecciosas que hoy otra vez se

tornan complejas y dificiles de curar.
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La evolucion y la presion de seleccion son los responsables de este fendmeno.
Los genes que otorgan resistencia a los antibioticos, en muchas ocasiones son
genes que se han encontrado en genomas de microorganismos evolutivamente
distantes de los patégenos humanos. Sin embargo, hoy los encontramos en ellos
debido a la alta transferencia horizontal y presion de seleccion. Cualquier
antibiético utilizado en salud humana, produccién animal o agricola puede llevar a
la aparicion de resistencia, seleccionando genes que luego son facilmente
transferibles de bacterias ambientales a patégenos de animales y humanos. Luego
estos microorganismos resistentes pueden rapidamente esparcirse entre
humanos, animales y el ambiente, sobre todo en un mundo globalizado donde una
persona infectada puede trasladarse rapidamente a miles de kildmetros antes de

desarrollar sintomas, contribuyendo a la diseminacion.

En este contexto es sumamente importante el estudio y la concientizacion sobre
cudles son los factores que favorecen la aparicion de la resistencia, asi como la
investigacion para el desarrollo de nuevas drogas activas frente a estas

superbacterias.

La Organizacion Mundial de la Salud estableci6 un plan de accién mundial
sobre la resistencia a los antimicrobianos. En Argentina, el Servicio de
Antimicrobianos del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” coordina la red de
vigilancia nacional, con casi un centenar de laboratorios representativos de todas

las jurisdicciones del pais.

Frente a este panorama, en el que es necesario el accionar conjunto de
distintas areas, con cooperacion global, cobra gran importancia la investigacion,
desarrollo e innovacion en lo referente a nuevas drogas. Los péptidos
antimicrobianos (PAMs) son una alternativa promisoria para hacerle frente a este

problema alarmante.
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Desarrollo de nuevos antimicrobianos

Desde que Fleming descubrié la Penicilina en 1929 y que Florey comprobé su
actividad terapéutica, los primeros afios fueron una etapa exitosa en el desarrollo
de los antibioticos. La mayoria han sido aislados de fuentes naturales y otros
tuvieron su origen en el estudio de colorantes bacterianos, dando lugar al primer
antibiotico sintético y precursor de las sulfonamindas, el Prontosil. El periodo entre
1940 y 1960 se lo conoce como “La era dorada de los antibidticos”, donde se han
descubierto la mayoria de las drogas que se utilizan actualmente. Desde
entonces, se han desarrollado una gran variedad de antibioticos que consisten en
derivados de otras clases de viejas drogas, pero sin embargo hubo escasos
desarrollos de nuevos farmacos [3]. El principal obstaculo en este sentido resulta
ser el factor econémico, ya que se requiere de un periodo de ensayos de 12 afios
y mas de 150 millones de ddlares para llevar una nueva droga al mercado [4]. Por
otra parte, para las industrias ha resultado mas atractivo el desarrollo de farmacos
que se utilizan en el tratamiento de patologias cronicas, ya que tienen mayor
rentabilidad. Esto ha ido desviando la atencion de los nuevos desarrollos, dejando
relegada la innovacion en antimicrobianos para el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

En los ultimos 10 afios ha habido una notable expansion en el campo de
investigacion en péptidos antimicrobianos (PAMs). La tasa de aprobacién de
PAMs por la Food and Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos ha
aumentado al 20% en 2012. Esto constituye el reflejo del nimero creciente de
péptidos que ingresan a ensayos clinicos afio tras afo, el cual fue de 1 en 1970
comparado con 20 en el 2013. Sin embargo, a pesar del desarrollo de muchos
potenciales péptidos antimicrobianos, el camino hacia el mercado es
extremadamente complejo porque los candidatos a medicamentos deben cumplir
varios requisitos estrictos; ente ellos: eficacia o tolerabilidad similar o superior en
comparaciébn con farmacos analogos existentes, farmacodinamica y

farmacocinética mejoradas, baja toxicidad y seguridad [5].
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Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son considerados antibiéticos naturales ya que
son producidos por varios organismos como los mamiferos, artropodos, plantas y
bacterias. También son definidos como péptidos de defensa del hospedador
(PDH) por su rol esencial en el sistema inmune innato de organismos
multicelulares [6,7]. Los PAMs tienen un amplio espectro de actividad
antimicrobiana contra varios microorganismos, incluyendo bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, hongos y virus [8,9]. Particularmente, algunos PAMs
son efectivos contra bacterias multirresistentes (MDR, por sus siglas en inglés —
multi-drug resistant) y son menos propensos al desarrollo de la resistencia [10—
12]. Por otra parte, ademas de la actividad antimicrobiana, los PAMs presentan
multiples actividades inmuno-moduladoras: pueden inducir la produccién de
guimiocinas, acelerar la angiogénesis, cicatrizacion de heridas y modular la

apoptosis en organismos multicelulares [13].

Los PAMs generalmente contienen menos de 50 aminoacidos y se caracterizan
por formar estructuras anfipaticas. En general, cuando un PAM se pliega en un
ambiente que mimetiza una membrana, una cara del PAM queda cargada
positivamente (mayormente por residuos de lisina y arginina) y la otra queda con
una proporcién considerable de residuos hidrofébicos [6,14-16]. Cuando
interactian con la membrana de un patdgeno, en primera instancia el
acercamiento se produce por interacciones electrostéaticas. Las cargas positivas de
los PAMs se atraen con las superficies de las membranas microbianas, que
poseen carga neta negativa. Esto resulta en la acumulacién de los PAMs sobre la
superficie celular. Luego, sus porciones hidrofébicas son responsables de la
interaccion con los componentes hidrofébicos de la bicapa lipidica. A partir de esta
compleja interaccion con la membrana se producen los principales
reordenamientos de estructura, que pueden resultar en la formacion de
interacciones especificas péptido-lipido, la translocacién de péptidos a través de la
membrana y la interaccion con dianas intracelulares o, el mecanismo mas comun,

un efecto membranolitico [6,15,17-21].
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Los PAMs se clasifican en diferentes grupos dependiendo de la composiciéon de
aminoacidos, el tamafio y la conformacién [22,23]. Una forma alternativa de
clasificar a los PAMs (Figura 1) es la agrupacion en funcién de la estructura que
adopta el péptido en solucion. Ademas de la carga neta de los péptidos (positiva 0
negativa), diferentes estudios demostraron que existen otras caracteristicas que
resultan esenciales para la actividad antimicrobiana y los mecanismos de accion;
como el tamafio, la secuencia, la conformacion, la estructura, la hidrofobicidad y la
anfipaticidad [24,25].

Figura 1 — PAMs agrupados en funcién de la torsién del esqueleto peptidico en solucion.
Fueron seleccionados 135 PAMs de la base de datos de péptidos antimicrobianos, para los cuales
ha sido resuelta la estructura por resonancia magnética, disponible en Protein Data Bank. Tomado
de [7]

Péptidos catidnicos

Este es el grupo mas grande de PAMs y se divide en tres clases [26,27]. La
primera estd compuesta por péptidos hélice alfa, catibnicos y lineales, como
Magainina (producida en la piel de la rana Xenopus laevis) y Cecropinas
(descubiertas en la hemolinfa de la polilla Hyalophora cecropia). Estos PAMs

poseen una estructura lineal antes de que se produzca la interaccion con las
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membranas, luego de la cual adoptan una estructura secundaria de tipo a-hélice
anfipatica [28]. Una segunda clase comprende péptidos catidnicos que estan
enriquecidos en aminoacidos especificos como prolina, arginina y otros. Son
péptidos lineales y algunas veces pueden adoptar una estructura tipo “extended
coil” (bobina extendida) [28]. La tercera clase incluye péptidos cationicos que
contienen residuos de cisteina, que les permite formar puentes disulfuro y generar
laminas-beta estables. Por ejemplo, las defensinas (producidas fundamentalmente
por leucocitos y células epiteliales de los mamiferos) tienen seis residuos de
cisteina y se dividen de acuerdo al alineamiento de sus puentes disulfuro en
defensinas a, By 6 [29].

Péptidos no catidnicos

Este grupo estd compuesto por péptidos anidnicos, péptidos aromaticos o
péptidos derivados de proteinas de unidon a oxigeno [29]. Al igual que los
catibnicos, estos PAMs también son agentes importantes del sistema inmune
innato. Sin embrago, dado que su actividad antimicrobiana es leve, se considera
qgue podrian actuar mejorando la actividad de los péptidos cationicos [29]. Han

sido identificados en vertebrados, invertebrados y plantas [30]..

Principales mecanismos de accion
Mecanismo membranolitico

El mecanismo de accién clasico mayormente difundido de los PAMs es el efecto
membranolitico que representa su habilidad de causar dafio en las membranas
celulares. Los PAMs inicialmente interactian con los microorganismos por fuerzas
electrostaticas, produciéndose una atraccion entre sus aminoacidos positivos y las
cargas negativas expuestas en las superficies celulares bacterianas. En este
hecho se basa la idea de que la composicién de la superficie celular es la que
define la especificidad de los PAMs. Asi, la sensibilidad de las células eucariotas y

procariotas estaria relacionada directamente con las propiedades fisicoquimicas
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de los lipidos que se encuentran en ambas membranas celulares [31,32]. En el
lado externo de la bicapa lipidica de las membranas de mamiferos mayormente se
encuentran fosfolipidos neutros, como fosfatidilcolina y esfingomielina. Por el
contrario, las membranas de las células bacterianas estan compuestas
esencialmente por lipidos con carga negativa como fosfatidilglicerol (PG),
cardiolipinas y fosfatidiletanolamina (PE) [33]. La carga negativa general que se
encuentra en las membranas de las bacterias, asi como las diferencias que se
observan entre las membranas de las distintas cepas, juegan un rol importante en
la union preferencial de estos péptidos a algunos microorganismos. Las bacterias
Gram-negativas contienen, ademas, lipopolisacaridos (LPS) en su membrana
externa y en las Gram-positivas la pared celular esta enriquecida en polisacaridos
acidos (&cidos teicoicos y teicurdnicos). Estas moléculas que le confieren la carga
neta negativa a la superficie de las células bacterianas son las responsables del
primer acercamiento entre los PAMs y los patégenos, y permiten la primera
interaccién necesaria para que el péptido pueda alcanzar el blanco de accién [27].

Regién hidrofilica

Regién hidrofébica + +  + + Primerainteraccion
- )))))v v 3:)(((((
plasmatica - P~
€ecee v T eceece

Formacion del poro

Figura 2 - Formacion del poro a partir de las interacciones del péptido anfipatico con los
fosfolipidos cargados de la membrana plasmética

Por otra parte, la interaccién y la actividad de los PAMs dependen de la
composicién de aminoacidos del péptido. Este hecho esta respaldado en que
entre las secuencias de péptidos de varios organismos existe una elevada
conservacion de residuos de aminoacidos cargados positivamente [34]. Ademas,

la estructura secundaria adoptada por los péptidos es esencial para la union a los
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compuestos con carga negativa presentes en las membranas, como los
fosfolipidos anionicos[32]. Dependiendo de la afinidad y la relacién péptido/lipidos,
los péptidos pueden orientarse perpendicularmente (Figura 2), permitiendo la

insercion en la bicapa lipidica y la formacion de poros transmembrana [27,35].

Tres modelos explican el modo de interaccion con la membrana

Los mecanismos por los cuales los PAMs pueden atravesar la membrana
microbiana no son comunes a todos los péptidos y pareciera depender de las
propiedades moleculares de ambos, tanto de los péptidos utilizados como de la
composicion de la membrana. Los PAMs son capaces de inducir defectos en la
membrana como, por ejemplo, la formacién de poros, la separacion de fases y la
promocién de estructuras lipidicas no laminares o la disrupcion de la bicapa [3,36].
Hoy en dia existen tres modelos que intentan explicar la disrupcion de las
membranas producida por estos antimicrobianos: “barrel-stave”, “toroidal” vy

“carpet”.

Barrel-stave

Este modelo sugiere que los péptidos forman poros transmembrana al
insertarse directamente en el centro de la membrana blanco[37]. De esta forma,
los PAMs se unirian a la membrana como mondmeros y posteriormente se
produciria la oligomerizacion y formacién del poro (Figura3). El reclutamiento de
mondmeros adicionales podria aumentar el tamafio de poro, permitiendo la
pérdida de contenido cistoplasmatico y la consecuente muerte celular. En este
mecanismo, la estructura secundaria como las hélices alfa anfipaticas y/o las
laminas beta son esenciales para la formacién del poro [38]. Las regiones
hidrofobicas de los péptidos interaccionan con los lipidos de membrana en tanto

que las regiones hidrofilicas forman el lumen de los canales [27].
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Figura 3 — Barrel-stave: los PAMs adheridos se agregan y se introducen en la bicapa lipidica.
La regién hidrofébica (azul) del péptido queda en contacto con los lipidos de la membrana, en

tanto que la regién hidrofilica (roja) forma el interior del poro. Representacién grafica obtenida de
[27].

Toroidal

En este modelo las moléculas peptidicas se insertan en la membrana formando
un cumulo de péptidos que inducen la deformacion dela monocapa de lipidos
hasta formar un poro [39]. Como consecuencia, la membrana lipidica queda
intercalada con péptidos formando el poro (Figura 4A). Magaininna, protegrinas y
melitina son ejemplos de PAMs que forman poros concordantes con este modelo
[34].

Carpet

En este modelo los PAMs cubren la membrana afectando su arquitectura de
forma similar a un detergente [21] (Figura 4B). En principio, la interaccién es
dirigida por atraccion electrostatica y cuando la concentracion de PAMs llega cierto
umbral la membrana se desintegra produciendo la lisis celular [40]. De todas
maneras, se ha visto que los PAMs también pueden generar poros
transmembrana en concentraciones menores al nivel umbral, lo que sugiere que
los mecanismos por los cuales los péptidos producen la disrupcion o la formacién
de poros, dependen de su concentracion [33].
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Figura 4 — A: Modelo Toroidal, los PAMs adheridos se agregan e inducen una curvatura en la
monocapa lipidica. El interior del poro queda formado por las regiones hidrofilicas de los peptidos y
las cabezas polares de los lipidos. B: Modelo “carpet”, los PAMs se colocan en forma paralela
sobre la superficie de la bicapa lipidica formando una extensa capa o carpeta. Representacién
grafica obtenida de [27].

La mayoria de los PAMs interactian directamente con los lipidos de la
membrana celular. Sin embargo, se ha visto que algunos péptidos podrian requerir
un receptor bacteriano, ya que se han observado diferencias en la actividad
antimicrobiana de los enantiomeros L y D de algunos péptidos, como apidaecina y
dorsorcina [41,42].

Otros mecanismos de accioén

Recientemente se ha propuesto que la actividad de los PAMs podria deberse a
otros mecanismos ademas de la disrupcion de la membrana seguida por lisis
celular. Diversas evidencias sugieren que los PAMs podrian interactuar con
blancos intracelulares involucrados en vias metabdlicas que son capaces de
inducir el dafo celular. Entre estas, las mas comunes son la inhibicion de la

sintesis de pared celular, ADN, ARN y proteinas [3,5,27,43]. Ademas, se cree que
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algunos de estos péptidos podrian actuar sobre distintos blancos celulares a la

vez, involucrando un mecanismo mixto de multiples blancos de accion [9] [43].
Inhibicion de la sintesis de pared celular

En organismos Gram-positivos, el componente mayoritario de la pared celular
es el peptidoglicano, presente en multiples capas. En las bacterias Gram-
negativas, una membrana externa, compuesta mayormente por LPS, se
superpone a una fina capa de peptidoglicano. Como el peptidoglicano no se
encuentra en las células eucariotas, son blancos interesantes para compuestos
que inhiban su sintesis, aplicables en la terapéutica. En particular, el lipido Il, que
es un importante precursor en la sintesis de peptidoglicano, demostré ser un
blanco atractivo para los compuestos antibacterianos, como los lantibiéticos
[44,45].

Una clase de lantibidticos son las bacteriocinas de clase |. Son péptidos
antimicrobianos que se sintetizan en el ribosoma y luego sufren modificacion
postraduccional para producir numerosas moléculas con residuos inusuales [45].
El blanco de estos PAMs es el lipido Il y, por lo tanto, la inhibicion de la biosintesis
de pared celular. Por otra parte, se ha descripto que los lantibioticos también
pueden formar poros transmembrana que permiten el flujo de moléculas y/o iones
(ATP, K" y PO*) [46]. Asimismo, la nisina, un péptido antimicrobiano utilizado
ampliamente en la industria alimenticia, primero se une al lipido Il y luego actua
formando poros en la membrana, con la consecuente pérdida de aminoacidos, K*
y ATP [45].

Ademas de los lantibi6ticos, otros PAMs también tienen como blanco la sintesis
de pared celular. Lcn 972 es un representante de las bacteriocinas de clase Il que
ejerce su actividad antimicrobiana uniéndose al lipido II, a diferencia de la mayoria
de los péptidos de esa clase que actuan preferencialmente produciendo la
disrupcién de la membrana plasmatica [45]. De forma similar, otros péptidos no
sintetizados en el ribosoma, como vancomicina, daptomicina, telavancina y

dalbavancina, asi como algunas defensinas producidas por organismos
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eucariotas, tienen como blanco la via de sintesis del lipido I, actuando a través de

un mecanismo de inhibicion de la sintesis de pared celular [45].
Inhibicion de sintesis de acidos nucleicos y proteinas

Algunos PAMs pueden atravesar espontdneamente las membranas bacterianas
interna y externa, llegando a blancos intracelulares como &cidos nucleicos y
proteinas, como por ejemplo la buforina Il, una molécula lineal, cationica, de 21
aminoacidos, que ademas posee actividad antiendotoxina [47,48]. La capacidad
de neutralizar los efectos toxicos de las endotoxinas, y evitar el shock séptico,
también ha sido descripta para otros PAMs, como las temporinas [49] y
catelicidinas [50] .

Otro PAM que actua inhibiendo la sintesis de &cidos nucleicos es la indolicidina.
Se trata de uno de los péptidos catibnicos naturales mas pequefio que
aparentemente actuaria promoviendo la despolarizacion de la membrana e
inhibiendo la sintesis de la ADN [54-55].

Las catelicidinas comprenden una familia de proteinas de mamiferos con amplio
espectro de actividad antimicrobiana. Una de ellas, PR-39, esta involucrada en
varios procesos celulares, incluyendo la reparacion de heridas, quimioatraccion,
angiogénesis e inflamacién [51,52]. Este PAM atraviesa la célula, sin producir
dafio en la membrana, y bloquea rapidamente la sintesis de ADN y proteinas en
las bacterias [53-55].

Los neutrofilos humanos producen grandes cantidades de PAMs, como las
defensinas. Ademas de la habilidad de permeabilizar las membranas, la defensina
humana HPN-1 inhibe la sintesis de proteinas y ADN en E. coli [56]. Se ha
propuesto que estos PAMs también tienen como blanco la inhibicién de la sintesis
de pared celular mediante la unién a un precursor del lipido 1l [57]. Esto respalda
la idea de que un solo PAM puede tener varios mecanismos de accion que

simultdneamente contribuyen a la muerte del microorganismo.
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Actividad anti-biofilm de los PAMs

Los biofilms son comunidades microbianas complejas en las que los
microorganismos se encuentran rodeados por una matriz extracelular polimérica,
mediante la cual se mantienen firmemente adheridos a distintas superficies [58].
Desde el punto de vista de la salud humana, la caracteristica mas relevante de los
biofilms es que le otorgan a las bacterias resistencia frente a los agentes
antimicrobianos y a los componentes del sistema inmune, ya que las bacterias que
crecen dentro de los biofilms se encuentran protegidas por esta barrera. De hecho
se ha observado que muchos antimicrobianos tienen poca capacidad de
penetracion en el biofilm, contribuyendo a la generacion de enfermedades
infecciosas recurrentes, que se hacen crénicas y muy dificiles de erradicar [59] (se
detalla més éste tema en la introduccién del capitulo 3).

Por otra parte, los instrumentos inertes, como catéteres urinarios, tubos
endotraqueales, implantes ortopédicos y mamarios, lentes de contacto,
dispositivos intrauterinos, suturas y otros, son particularmente aptos para la
formacion de biofilms. Su presencia en las heridas puede comprometer la
cicatrizacion y transformarlas en cronicas, de hecho mas del 80% de las heridas
cronicas estan asociadas a la presencia de biofilms [60]. Las bacterias dentro del
biofilm son muy resistentes a los biocidas y antibiéticos, lo que complica el
tratamiento de infecciones asociadas a estos dispositivos limitando las opciones
terapéuticas [61]. En muchos casos, la infeccion solo pude ser tratada
removiendo el dispositivo [62,63] . En particular Pseudomonas aeruginosa es uno
de los patdégenos humanos oportunistas mas importantes, que tiene la capacidad
de formar biofilms sobre superficies abiéticas como implantes artificiales, tubos

endotraqueales, catéteres urinarios y lentes de contacto [64].

Actualmente, existe una extensa bibliografia en la que se describen a los PAMs
como prometedores agentes anti-biofilm. La catelicidina humana LL-37 ha
demostrado actividad in vitro contra biofilms pre-formados por P. aeruginosa y
también ha sido efectiva en la inhibicion de la formacion de biofilms por

Staphylococcus epidermidis y P. aeruginosa [65]. Por otra parte, lipopéptidos
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catidnicos cortos han demostrado actividad anti-biofilm contra aislamientos clinicos
de Staphylococcus aureus [66]. Asimismo, existen algunos modelos in vivo que

confirmaron el rol potencial de los PAMs como agentes anti-biofilm.

Ademas de su elevada capacidad de penetracion en los biofilms, los péptidos
antimicrobianos pueden actuar en diferentes etapas del desarrollo inhibiendo la
formacion o llevando a la ruptura de biofilms ya establecidos. Por estas razones se
considera a los PAMs como potenciales candidatos para el desarrollo de agentes
terapéuticos para la prevencion y tratamiento de enfermedades asociadas a esta

forma de vida bacteriana compleja y super-resistente [3].

La importancia del disefio de novo de péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos han ganado mayor atencién en las ultimas
décadas, reconocidos como una posible alternativa terapéutica frente a diversos
tipos de bacterias. Ademas los PAMs poseen baja propension a la aparicion de
resistencia debido a su particular modo de accién, el cual involucra principalmente
el dafio en las membranas celulares y, en algunos casos, se combina con el
alcance de blancos intracelulares capaces de interrumpir vias metabdlicas y
funciones bioldgicas importantes para el desarrollo de los microorganismos. Esto
representa un mecanismo de accion rapido (en el orden de minutos) y altamente
efectivo (muerte del 99,9%), cuando se utilizan las concentraciones adecuadas.
Esta particular diferencia con los antibidticos convencionales, que tienen
mecanismos de accidon mas lentos con picos de actividad a las 24 hs, ayudarian a
los PAMs, en parte, a evadir los mecanismos de resistencia observados para
antibidticos clasicos. Los mecanismos de resistencia a PAMs conocidos
actualmente estan relacionados a cambios en moléculas que forman parte de las
membranas bacterianas y que disminuyen la atraccién electrostatica inicial
necesaria para la interaccion del péptido con la membrana plasméatica. Ademas,
se han descripto algunos sistemas de bombas de eflujo y expresion de proteasas

como otras estrategias para aumentar la resistencia a los PAMs. Sin embargo,
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actualmente se considera a los péptidos antimicrobianos como alternativas
promisorias para superar la crisis de resistencia actual, ya que son unas de las
pocas moléculas que mostraron ser efectivas frente a bacterias multirresistentes
[67].

Una fuente potencialmente rica de péptidos con actividad terapéutica es el
sistema inmune innato, cuyos efectores, como los péptidos antimicrobianos, son
producidos naturalmente por organismos eucariotas superiores. Sin embargo,
algunos microorganismos de larga co-evolucién con los humanos han desarrollado
algunas estrategias de resistencia a los PAMs naturales o PDH (pépidos de
defensa humanos). Entre ellas se destacan la modificacibn de superficie con
bloqueo del acceso a los blancos intracelulares, la modulacion de la expresion
génica, la secrecion de proteasas y mecanismos de captura. En algunos casos,
estos mecanismos pueden presentarse de forma mixta y, generalmente, estan
controlados por respuestas al estrés coordinas y reguladas por operones [13]. Sin
embargo, es importante destacar que este fendbmeno de resistencia es presentado
en casos excepcionales y frente a PAMs naturales. El desafio, entonces, esta en
el disefio de nuevos péptidos antimicrobianos para tomar ventaja en la carrera de
la generaciébn de resistencia. Para este fin, es sumamente importante la
comprension de los mecanismos de accion de los PAMs, para poder abordar el
disefio racional de péptidos antimicrobianos optimizados, que puedan ser

utilizados eficientemente como drogas terapéuticas.

La investigacion en PAMs por parte de las compafiias farmacéuticas y también
desde organismos académicos y cientificos se ha centrado en simplificar la
secuencia de aminoacidos, aumentar la estabilidad y la actividad, asi como
mejorar las propiedades farmacologicas de los péptidos, facilitando su posible

aplicacion y comercializacion.

Se han desarrollado muchos enfoques a lo largo de los afios para generar
nuevas secuencias de péptidos para diferentes blancos moleculares, basados en
bases de datos de péptidos conocidos. El disefio computacional es una

herramienta muy poderosa que se ha refinado a lo largo del tiempo. Hoy en dia,
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una secuencia de péptido o proteina dada puede analizarse a través de
herramientas web, que permiten predecir sus propiedades fisicoquimicas e intuir
su posible actividad antimicrobiana. Estas herramientas proporcionan informacion
también cuando se buscan PAMs entre secuencias de distintos péptidos, aislados
de diferentes organismos, y de esta manera seleccionar nuevos péptidos activos
en funcién de las predicciones de sus caracteristicas [5]. En otros casos, el
objetivo es optimizar una secuencia de péptidos conocida para que sea mas
resistente a las proteasas o eficiente hacia la célula o proteina blanco de accion.
Una de las estrategias es la sustitucién de L- por D-aminoacidos, para aumentar la
resistencia a la proteasas [68]. La hidrofobicidad también es un parametro que
influye en el comportamiento de los péptidos con actividad antimicrobiana.
Comprender el mecanismo de accidbn molecular de muchos péptidos
antimicrobianos aporta indicios valiosas sobre la importancia de la estructura
peptidica en las actividades biolégicas. Por lo tanto, el conocimiento de la relacion
estructura / funcion ayuda en el proceso de modificacion o disefio de las

secuencias de péptidos antimicrobianos para diversas aplicaciones terapéuticas.

Las secuencias de PAMs originales o parentales utilizadas en este trabajo de
tesis (P1, P2 y P5) fueron disefiadas desde cero (“de novo design”), a partir de
combinaciones de motivos conservados obtenidos por alineamientos de familias
de PAMs conocidos. Esta metodologia ha sido usada por otros autores y la han
denominado “embedded-hybrid”, que en resumen es un método para disefar
péptidos hibridos que integran diferentes dominios funcionales de péptidos

conocidos [69].
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CAPITULO 1

Péptidos antimicrobianos:
secuencias, caracterizacion,
actividad biologica e interaccion
con membranas
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INTRODUCCION

Para poder considerar a los PAMs como una opcion terapéutica y superar las
barreras de los ensayos clinicos y factibilidad comercial, a nivel mundial se estan
llevando a cabo diferentes investigaciones con el objetivo de comprender los
mecanismos de accion, promover la reduccion de la toxicidad celular, aumentar la

estabilidad y facilitar la produccion a gran escala de manera rentable [10,70,71].

Una comprension profunda y adecuada de las complejas interacciones entre los
PAMs vy las membranas biol6gicas, utilizando herramientas biofisicas vy
membranas modelo, asi como ensayos in vitro para evaluar actividad bioldgica,
son la clave para desarrollar una terapia de péptidos antimicrobianos adecuada
para uso clinico. Comprender los mecanismos de selectividad que muestran estas
moléculas al interactuar con las membranas procariotas o eucariotas, nos permite
mejorar la selectividad de un PAM, a pesar de que es una tarea compleja debido a

los multiples factores que afectan la selectividad lipidica.

Como se detall6 previamente, la unién de los PAMs a una membrana
bacteriana es impulsada por interacciones electrostaticas entre los aminoacidos
cargados positivamente y la superficie celular cargada negativamente; seguido de
interacciones hidrofébicas entre los dominios anfipaticos del péptido y los
fosfolipidos de la membrana. Las caracteristicas clave responsables de la
actividad microbicida son i) la carga positiva, ii) la union a las membranas
bacterianas y iii) la adopcién de una estructura secundaria en contacto con
membranas [6]. Estas caracteristicas les permiten a los PAMs unirse e insertarse
preferentemente en membranas bacterianas, en lugar de las membranas
eucariotas. Sin embargo, a pesar de su afinidad por las membranas microbianas,
los PAMs también pueden interactuar y desensamblar la membrana de las células
eucariotas, particularmente las de los eritrocitos. La selectividad por membranas
eucariotas es una posible caracteristica indeseable de los PAMs, que representa

un desafio que debe abordarse al disefiar nuevas secuencias.
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En este capitulo se presenta el andlisis estructural, propiedades fisicoquimicas,
actividad biologica e interaccion con membranas de los PAMs disefiados. La
utilizacion de diversas técnicas ha permitido hacer un analisis exhaustivo de las
secuencias, llegando a hipotetizar un posible mecanismo de accion para algunos

de nuestros PAMs.
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MATERIAES Y METODOS
Disefio de los péptidos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) utilizados en este trabajo fueron
disefiados en nuestro laboratorio por el Dr. Paulo Maffia. Para ello, se realizaron
alineamientos multiples de secuencias de PAMs naturales producidos por
diferentes organismos o péptidos de defensa, que se encuentran en las bases de
datos publicas [72,73], buscando regiones conservadas o regiones de conocida
actividad antimicrobiana. Se establecieron posiciones especificas de aminoacidos
y se identificaron motivos funcionalmente relevantes en péptidos naturales o
disefiados. Luego, se realizaron combinaciones y/o modificaciones de dichas
regiones con el objetivo de obtener péptidos catidnicos cortos, con posibilidad de
estructurarse en hélice alfa y formar una estructura anfipatica. De esta manera se
obtuvieron 5 secuencias nuevas (P1, P2, P3, P4 y P5) que fueron enviadas a
sintetizar a la empresa Genscript Inc. (USA). La sintesis se realiz6 mediante
sintesis en fase sélida y purificacion mayor a 95%. Estas 5 nuevas moléculas se
evaluaron en cuanto a su actividad antimicrobiana en un panel de mas de 80
cepas Gram-positivas y Gram-negativas con diferentes tipos de mecanismos de
resistencia a los antibiéticos (Anexo 1), en colaboracién con el Servicio
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. C.
Malbran” [74-77]. A partir de P1, P2 y P5 se disefiaron las nuevas secuencias que

se utilizaron en este trabajo.

Andlisis de propiedades fisicoquimicas

Para el analisis de carga neta, momento hidrofofico, hidrofobicidad, punto
isoeléctrico y peso molecular se utilizaron programas simuladores de propiedades
fisicoquimicas como Heliquest [78,79], Agadir [80], Expasy [81]. La hidrofobicidad
media (H) y el momento hidrofébico medio (uH) se calcularon a partir de las

secuencias de aminoécidos, utilizando la escala de hidrofobicidad Eisenberg.
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Analisis de estructura secundaria por dicroismo circular

El contenido de estructura secundaria se estudié junto al Dr. Martin Noguera
mediante espectroscopia de dicroismo circular (DC) en el UV lejano, utilizando un
equipo JASCO J 810 (Jasco Corp., Tokio, Japon) calibrado con acido dI-10-
canforsulfénico. Las mediciones se llevaron a cabo bajo un flujo de nitrégeno
gaseoso de 8 I/h a una temperatura de 20 °C, controlado por un sistema Peltier
(JASCO). Los espectros se registraron entre 185 y 320 nm, utilizando 0,1 cm
longitud de la trayectoria de la celda. Los péptidos se evaluaron en concentracion
de 40 uM, utilizando como solvente buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,0 o en el
mismo buffer con dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 mM. La sensibilidad fue de
100 miligrados. Se utiliz6 velocidad de barrido de 50 nm/min, tiempo de respuesta
de 1 segundo, y ancho de banda de 1nm. Se realiz6 un promedio de cinco
espectros para cada muestra. La absorcion media se corrigié por buffer de linea
de base y luego a cero utilizando el promedio de las lecturas de entre 290 y 320
nm. Finalmente, los datos fueron suavizados utilizando un polinomio GolaySavizky
de cuarto grado, con una ventana de diez puntos. Los espectros se convirtieron en
elipticidad molar media por residuo utilizando la relacién: [8] = 6/(10 * ¢ * n* d),
donde “[0]” es la elipticidad molar (en grados * cm2 * dmol-1), “@ “la elipticidad en
miligrados, “n” es el numero de residuos del péptido, “c” su concentracién molar, y
“d” la longitud de la celda en centimetros. El porcentaje de hélice alfa (o contenido

helicoidal) fue calculado mediante la siguiente ecuacion [82]:

%HA=[(022,+2000)x100]/(-30000); donde 6, es la sefial de DC a 222nm.

Evaluaciéon de actividad hemolitica

Como medida de toxicidad se evaluo la actividad hemolitica de los péptidos en
eritrocitos de sangre murina. Con el raton anestesiado (ketamina 50 mg/k y

xilacina 10 mg/k), se realiz6 un corte con bisturi en la base de la cola y se
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recolecto la sangre por goteo en un microtubo de 1,5ml con heparina (protocolo
aprobado por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio, CICUAL, de la UNQ). La muestra fue lavada tres veces con solucion
fisiolégica y centrifugando a 1250 rpm por 10 minutos. Luego se midio el volumen
del pellet, se resuspendié en solucién fisiologica (S.F.) realizando una dilucién
1/10 y se conservé en frio.

El ensayo de hemdlisis de eritrocitos se realizé segun [83]. Brevemente, en
placas de 96 pocillos con fondo en “U”, se realizaron diluciones seriadas al medio
de los péptidos en solucion fisioldgica, obteniendo 8 concentraciones diferentes en
el rango de 8 pg/ml a 1024ug/ml. Luego se agrego la suspension de eritrocitos
realizando una dilucion al décimo al sembrar, quedando en la placa una
suspension de eritrocitos al 1 % en volumen final de 200 pl por pocillo. Como
control de hemolisis basal se utiliz6 solucién fisiolégica, en tanto que para el
control de hemdlisis maxima se utiliz6 agua destilada (100% de hemdlisis). La
placa se agité brevemente para homogenizar y se incub6 a 37° C durante 30
minutos. Luego se centrifugé 10 minutos a 2.000 rpm y el sobrenadante se
transfiri6 a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Finalmente se midié
absorbancia a 540nm en el equipo Cytation 5 Imagine Reader de BioTec

Instrument.

Determinacién de concentracion inhibitoria minima

Se evalud la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los péptidos por el
método de microdilucion en caldo, segun normas del CLSI [84]. En placas de 96
pocillos se prepararon diluciones seriadas al medio de cada antimicrobiano, en
medio de cultivo Mueller Hinton ajustado con cationes (MHAC): Ca®* (25 mg/l) y
Mg?* (12,5 mg/l). Se evaluaron diluciones seriadas a medio de los péptidos, en un
rango de 1024ug/ml a 8ug/ml. Luego se agregé el inoculo bacteriano ajustado por
medicién de densidad 6ptica a 600nm, de forma tal de obtener 5x10° UFC/ml en la

placa, en un volumen final de 100ul/pocillo. La placa se incubo6 a 37°C por 20 hs y
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el resultado de la CIM se definid como la menor concentracion de antimicrobiano
capaz de inhibir el crecimiento visible. En cada placa se utiliz6 medio de cultivo sin
inocular como control de esteriidad y medio de cultivo inoculado sin
antimicrobiano como control de crecimiento. También se utilizaron antibiéticos con
CIM conocida para cada cepa, como control del ensayo: tobramicina para
P.aeruginosa PAO1 (0,2ug/ml), vancomicina para S. aureus ATCC25923 (1ug/ml),
tobramicina y gentamicina para P. aeruginosa M13513 (1pg/ml y 2ug/ml
respectivamente). En cada ensayo, el inéculo bacteriano fue corroborado por

recuento de UFC/ml.

Microscopia electrénica de barrido

Para preparar las muestras para la realizacion de la microscopia electronica de
barrido (MEB) las bacterias fueron crecidas en medio LB hasta fase exponencial.
Luego el cultivo fue centrifugado a 1.000rpm durante 10 minutos, el precipitado fue
lavado dos veces con solucion fisiologica, resuspendido y ajustado por medicion
de absorbancia a DOggonm: 0,2. Alicuotas de la suspension bacteriana se
incubaron a 37 °C durante 1h con los PAMs en sus valores de CIM. Luego de la
incubacion, las células se centrifugaron a 5.000rpm por 5 minutos y los
precipitados fueron lavados tres veces con solucién fisiologica y fijados con
glutaraldehido al 2,5% a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron
dos lavados en las mismas condiciones de centrifugacion descriptas previamente
y, luego, las células se montaron en un cubreobjetos y dejandose secar al aire
libre. Posteriormente, se procedié a deshidratar las muestras con una serie
graduada de etanol (50%, 70%, 90% y 100%) y acetona al 100%. Finalmente, las
muestras se metalizaron con oro y se examinaron con el microscopio Carl Zeiss
NTS SUPRA 40 en el Centro de Microscopia Electronica Avanzada de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.
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Mediciones de espectroscopia de fluorescencia

Dado que los péptidos P5, P8 y P8.1 contienen 2 residuos de triptéfano cada
uno, las técnicas de fluorescencia son herramientas adecuadas para el analisis de
estas moléculas. Los estudios de particibn de membrana y disminucion
(quenching) de fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofotometro de
fluorescencia Varian Cary Eclipse (Mulgrave, Australia). La caracterizacion
espectral de fluorescencia de péptidos y Trp se realizdé a una longitud de onda de
excitacion de 280 nm, a excepcion de los experimentos de quenching que se
realizaron a 290 nm para minimizar la relacion relativa de absorcion de luz de
extintor/fluoréforo. Para los experimentos de quenching, la emision de
fluorescencia se recogié a 350 nm (longitud de onda fija). Para los estudios de
particion, se utilizaron espectros integrados de 310 a 450 nm. Los anchos de
banda espectrales tipicos fueron 5 nm para la excitacion y 10 nm para la emision.
Los espectros de excitacidn y emision se corrigieron para factores instrumentales
dependientes de la longitud de onda [85,86]. Durante los experimentos de
enfriamiento y particion, la emisién también se corrigié por diluciones sucesivas,

dispersién y absorciones de luz simultdneas de extintor y fluor6foro [86].

Determinacion del coeficiente de particion

Las vesiculas unilamelares grandes (LUVs) fueron preparadas por métodos de
extrusion, como se describe en [87,88]. Los estudios de particibn de membrana se
realizaron mediante adiciones sucesivas de pequefias cantidades de diferentes
sistemas de lipidos a una solucién de péptido 5 M, con 10 minutos de incubacion a
25 °C. Los sistemas de lipidos incluyeron DMPC y DMPC:DMPG (5:1) para imitar
la membrana bacteriana [89]. Los coeficientes de particion (Kp) se calcularon

ajustando los datos experimentales en la ecuacion [90]:

1 1+Kppgs (L]
lw 1+KpnlL]
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donde lw e I, son las intensidades de fluorescencia en solucién acuosa y en
lipidos, respectivamente, L es el volumen molar del lipido [91] y [L] su

concentracion.

Presion de superficie

Los cambios en la presion superficial de las monocapas lipidicas inducidas por
los péptidos 5, 8 y 8.1 se midieron en un comedero Kibron Langmuir-Blodgett, a
temperatura constante (25 + 0.5 ° C). La superficie del contenedor del buffer, un
recipiente de teflon de é&rea fija, se limpié exhaustivamente por aspiracion
superficial. Luego, se extendié una solucién de lipidos de cloroformo sobre esta
superficie para alcanzar presiones superficiales de 20,5 £ 1 mN / m. Se inyectaron
soluciones peptidicas en la subfase y se registraron los cambios de presion
superficial hasta que se alcanzé un valor constante. Los datos de presion

obtenidos se ajustaron con la siguiente ecuacion:

All - [péptido]™
Allye, Kg + [péptido]™

9 =

donde 6 corresponde al grado de cobertura, All es el cambio de presion
superficial, [péptido] es la concentracibn de péptido, n es el pardmetro de
heterogeneidad que describe el ancho de la distribucion de energia y K4 es la
constante de disociacion.

Cambios de potencial de membrana de eritrocitos humanos evaluado por
di-8-ANEPPS

Se obtuvieron muestras de sangre humana de voluntarios sanos, con su previo
consentimiento informado por escrito. El aislamiento de los eritrocitos y el marcado
de estas células con di-8-ANEPPS (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) se
realizaron tal como se describié anteriormente [92,93]. Para el aislamiento de los

eritrocitos, las muestras de sangre se centrifugaron a 1200 x g durante 10
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minutos, se retird el plasma y leucoitos, y el pellet de eritrocitos se lavo dos veces
en el buffer de trabajo. Los eritrocitos al 1% se incubaron en buffer fosfato
suplementado con 0,05% (p/v) de Pluronic F-127 (Sigma) y di-8-ANEPPS 10M.
Las células se incubaron con la sonda fluorescente durante 1 h, con agitacién
suave, y la sonda libre se lavdé con buffer libre de Pluronic en dos ciclos de
centrifugacion. Los péptidos P5, P8 y P8.1 se incubaron con eritrocitos al 0,02%
durante 1 h, con agitacion suave, antes de las mediciones de fluorescencia. Los
espectros de excitacion y la relacion de intensidades en las longitudes de onda de
excitacion de 455 y 525 nm (R = 1455 / 1525) se obtuvieron con la emisién
establecida a 670 nm para evitar artefactos relacionados con la fluidez de la
membrana [94,95]. Las ventanas de excitacion y emision para estas mediciones
se ajustaron a 5y 10 nm, respectivamente. La variacién de R con la concentracion

de péptido se analiz6 mediante un modelo de sitio de unién Unico [96]:

Romin [péptido]
R R,
— =1+

R, K, + [péptido]

con los valores R normalizados para Rq (el valor en ausencia de péptido), Rmin

define el valor minimo asintético de R y Ky es la constante de disociacion.

Disminucién de fluorescencia por acrilamida

El quenching de fluorescencia de péptidos (5 M) por acrilamida se midi6 en
buffer y en presencia de LUVs de DMPC:DMPG (5:1) (3 mM), mediante adiciones
sucesivas de pequefios volimenes de la solucion madre de acrilamida, que van
desde 0 a 60 mM [97]. Cada espectro se registr6 después de 10 minutos de
incubacion. Los datos de quenching se analizaron utilizando la ecuacién de Stern-

Volmer:

I ,
TO =1+Ksy x [Q]
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Donde | e Iy son las intensidades de fluorescencia de la muestra en presencia y
ausencia de extintor (quencher) respectivamente, Ksy es la constante de Stern-

Volmer y [Q] es la concentracion de quencher.
Quenching de fluorescencia por 5NS y 16NS

Los ensayos de disminucion de fluorescencia con las sondas lipofilicas 5NS y
16NS se llevaron a cabo con péptidos en 5M vy lipidos en 3mM. Se realizaron
adiciones sucesivas de pequefas cantidades de ambas sondas en solucion de
etanol a las muestras de péptidos en DMPC:DMPG (5:1), manteniendo la
concentracion de etanol por debajo del 2% (v/v). La concentracion efectiva de
sonda en la membrana se calculé a partir del coeficiente de reparto de ambas
sondas en las bicapas lipidicas. Después de cada adicién de sonda, las muestras
se incubaron durante 10 minutos antes de la medicién. Los datos de quenching se
analizaron utilizando la ecuacién de Stern-Volmer (ecuacion A) o la ecuacion de
Lehrer (ecuacion B) cuando se observa una desviacion negativa de la relacion de
Stern-Volmer [98,99].

lo ,
A) 7 = 1+Ksv x[Q]

Io _ 1+Ksv[Q]
B) T - O+kwviQD( o)+l
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RESULTADOS
Modificacion de secuencias y andalisis de estructura

Para este trabajo de tesis doctoral, a partir de la primera serie de péptidos
disefiados se seleccionaron tres secuencias con actividad frente a la mayoria de
las cepas evaluadas, a saber: P1, P2 y P5. A estas secuencias originales se les
realizaron cambios aminoacidicos especificos con el objetivo de obtener
secuencias con mejorada actividad antimicrobiana y menor actividad hemolitica.
Las modificaciones en las secuencias peptidicas se realizaron en funcion de los

siguientes criterios:

Los cambios realizados en P1 fueron el reemplazo de tres lisinas (K) en
posiciones 8, 15 y 18 por amino&cidos hidrofébicos, con el objeto de aumentar la

anfipaticidad, obteniéndose la secuencia P7.
P1: WPKWWKWKRRWGRKKAKKRRG
P7: WPKWWKWHERRWGRKEAKERRG

En la secuencia P2 se realizaron 2 modificaciones tomando como referencia el
trabajo de S.H Lee et al. [82], en donde identifican que el aminoacido triptéfano
(W) en posicién 4 y 8 en este tipo de péptidos catidnicos mejora la actividad
antimicrobiana. Los otros dos cambios realizados en esta secuencia se realizaron
de acuerdo al trabajo de Zelezetsky et al.[100] en donde se propone el cambio de
glicina (G) en posicion 7 y leucina (L) en posicion 14, para mejorar también la
actividad y disminuir la toxicidad. De esta manera se obtuvo la secuencia P6. A
partir de esta secuencia se realizaron sustituciones especificas para mejorar la

anfipaticidad y se obtuvieron las secuencias P6.1 y P6.2 (ver Figura 5).

P2: GLLKKWLKKWKEFKRIVGY
P6: GLLIMIKWEBWIKWKEFERIVGY

P6.1: GLLBKWEBBKWKEFERKVIlE

P6.2: GLLRKWEBKKWKEFERRVElIK
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En P5 se realiz6 solamente una redistribucion de la posicion de 2 aminoéacidos,
sin modificar el tipo de aminoécidos de la secuencia. Se cambiaron las lisinas de
las posiciones 7 y 14, por una leucina y una tirosina que antes estaban en la
posicion 11 y 18, respectivamente. Estas modificaciones dieron origen a la
secuencia P8. Como se puede apreciar en el grafico de helical wheel, en esta
secuencia se crean dos caras bien diferenciadas, una hidrofilica y otra hidrofobica
cuando el péptido se estructura como alfa hélice. Luego, a partir de P8, se disefié
un nuevo PAM reemplazando las tres leucinas (L) de la secuencia por alaninas
(A), con el objetivo de disminuir la hemdlisis, de acuerdo al trabajo publicado por
Yin LM et al.[101]. Este tltimo péptido se llamé P8.1.

A}

PS: RIVQRIKKWLLKWKKLGY

)\

P8: RIVQRIBKWLEKWEKLGE  P8.1: RIVQRIAKWEKKWYKBGK

En la Figura 5 se presentan los tres péptidos seleccionados inicialmente y las
nuevas secuencias originadas a partir de ellos, en proyecciones de rueda
helicoidal (helical wheel). Estas imagenes corresponden a una representacion
grafica de los PAMs estructurados en hélice alfa, vistos desde uno de los
extremos. En estas figuras se representan los aminoacidos con codigos de colores
de acuerdo a su polaridad y carga. Esto nos permite ver de forma rapida el tipo de
aminoacidos que tiene cada molécula, asi como la distribucion espacial que éstos
adoptan en la estructura secundaria. Aquellos péptidos que poseen los
aminoacidos hidrofilicos segregados espacialmente de los hidrofébicos,
constituyen moléculas anfipaticas. Esta caracteristica es muy importante para la
actividad de los péptidos y puede evaluarse analizando el momento hidrofobico
(uH), evidenciado en los graficos de helical wheel con una flecha vertical ubicada
dentro de la rueda de cada péptido. Es importante recalcar que cuanto mayor es el

momento hidrofébico de una molécula, mayor es el caracter anfipatico de ésta.

41



Figura 5 — PAMs representados en proyecciones en rueda helicoidal o “helical wheel”. Se
muestran los tres PAMs originales (P1, P2 y P5) y los subsiguientes péptidos obtenidos a partir de
las modificaciones. Los aminoacidos hidrofébicos se representan en color amarillo y los hidrofilicos
en rojo (carga neta negativa) y azul (carga neta positiva). Las flechas verticales representan el
momento hidrofobico de cada péptido.

Analisis de parametros fisicoquimicos

En la Tabla 1 se presentan los parametros fisicoquimicos simulados in silico de
los péptidos originales y sus nuevas versiones. Se presentan datos de peso
molecular, punto isoeléctrico, carga neta, momento hidrofébico e hidrofobicidad.
Cabe destacar que, a diferencia del momento hidrofébico, la hidrofobicidad hace
referencia solamente a la cantidad y calidad de aminoéacidos hidrofébicos
presentes en la secuencia independientemente de su ubicacion espacial.

Como puede observarse en la columna “pH”, la mayoria de las secuencias

nuevas presentaron aumento del momento hidrofobico. Los cambios mas
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importantes se observaron, por un lado en P1, cuya nueva version (P7) casi
duplicé el valor de yH. Por otra parte, para P6, el momento hidrofobico se redujo a
la mitad al realizar las sustituciones. Este fenbmeno puede observase también en
la Figura 5, donde los cambios se representan por la variacion en el tamafio de las

flechas verticales.

Parametros fisicoquimicos
Péptido
PM* | pl* | CN*  pH*™ | H*

Péptidos originales

P1 2909,54 | 12,61 & 12 | 0,389 | 0,014
P2 2421,02 | 10,39 6 0,622 | 0,409
PS5 2356,98 | 11,26 7 0,58 | 0,455

Péptidos modificados

P7 2898,51 | 12,61 9 0,705 | 0,403
P6 2465,97 | 10,00 3 0,363 | 0,803
P6.1 2446,88 | 9,53 2 0,728 | 0,401
P6.2 2515,09 | 11,75 7 0,793 | 0,328
P8 2356,98 | 11,26 7 0,741 | 0,455
P8.1 2330,73 | 11,26 7 0,681 | 0,223

Tabla 1 — Parametros fisicoquimicos simulados por programas computacionales. PM: peso
molecular (daltons), pl: punto isoeléctrico, CN: carga neta, pH: momento hidrofébico, H:
hidrofobicidad. * Segun Expasy; ** Segun Heliquest.

En el caso de las modificaciones de P5, es importante destacar que P8 se
obtuvo al intercambiar la posicién de cuatro aminoacidos, dos hidrofébicos y dos
hidrofilicos; lo cual no produjo modificaciones en la hidrofobicidad (H), pero si en el
momento hidrofébico (uH). Por otra parte, P8.1 que se obtuvo reemplazando las

tres L de P8 por A, bajo la H pero mantuvo el yH elevado.

Todos los péptidos mantuvieron carga neta positiva elevada, menos en el caso
de P6 y P6.1. En el primero se siguieron modificaciones descriptas como
mejoradoras por otros autores, en tanto que en el segundo se incluyeron

aminoacidos con carga negativa que disminuyeron la carga neta de la molécula.
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La propiedad de carga neta positiva es una caracteristica importante relacionada a
la actividad antimicrobiana, ya que es responsable de las interacciones
electrostaticas que promueven el primer acercamiento entre los péptidos y las

membranas bacterianas (carga neta negativa).

El punto isoeléctrico también se mantuvo elevado en todas las nuevas
versiones, lo que resulta favorable a la estabilidad de la carga positiva del

antimicrobiano en condiciones fisiolégicas.
Estudio de estructura secundaria por dicroismo circular en el UV lejano

Otra caracteristica importante de algunos péptidos antimicrobianos es la
capacidad de estructurarse en a-hélice. Sin embargo, ésta no es una regla
universal para todos lo péptidos catidénicos. Los PAMs, en general, carecen de
estructura cuando estan en solucién y solo adoptan una conformacion estable en
contacto con las membranas o con superficies que imiten las caracteristicas de las

mismas.

El andlisis de dicroismo circular (DC) en el UV lejano es una técnica que
permite identificar la presencia de estructura secundaria en una secuencia
peptidica. En colaboracion con el Dr. Martin Noguera, del Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires, realizamos ensayos
de DC de los péptidos disefiados. Se analiz6 el espectro de cada PAM en solucién
y se comparo la sefial con la observada en presencia de SDS, un detergente que
imita el contacto con la bicapa lipidica.

En la Figura 6 se presentan los espectros de DC de los péptidos parentales y
sus variantes modificadas. Como puede verse claramente, en ausencia de SDS
(panel izquierdo) no hay registro de sefial de dicroismo circular, lo que indica que
los péptidos no presentan estructura secundaria. Por el contrario, en presencia de
SDS (panel derecho), todos los péptidos presentaron bandas de sefial
caracteristicas de la estructura hélice alfa. La misma se caracteriza por la
presencia de una banda de sefal positiva a los 190nm y dos bandas de sefal

negativa a los 208nm y 222nm. Esto se vio incluso para P7, cuya version original
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(P1) no tenia estructura secundaria claramente definida. El cambio mas notable se
observa en el caso de P8.1. Esta nueva version presentd la banda de sefial
positiva con mayor intensidad alrededor de los 190 nm y las dos bandas se sefal

mas negativa alrededor de los 208 y 222 nm.
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Figura 6 - Espectro de dicroismo circular de los péptidos parentales y sus nuevas versiones.
Izquierda: péptidos en solucién, derecha: péptidos en SDS. En ambos casos se incluy6 el péptido
Omiganan

Con el objetivo de comparar la sefial de DC con un péptido antimicrobiano de

estructura diferente, se analizé el péptido omiganan, cuya estructura secundaria
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es lamina beta. Este péptido catidnico es un derivado de la indolicidina que fue
originalmente purificado de granulocitos citoplasmaticos de neutrofilos bovinos; y
estd siendo evaluado en ensayos clinicos de fase 3 [102]. En este caso, el
espectro de DC presenta variaciones en presencia y ausencia de SDS, pero las
bandas de sefial parecieran corresponder a las tipicamente esperadas para
péptidos con estructura lamina beta. En este tipo de estructuras se suele observar
una pequeiia banda de sefial negativa cercana a los 217nm y una banda positiva
cercana a los 195nm. Sin embargo, estas estructuras presentan sefiales de menor
intensidad y con variacion mucho mayor que las hélices alfa. Esto se debe a que
las laminas beta forman estructuras proteicas mas diversas, ya que las hebras se
pueden ubicar en forma paralela o antiparalela y las ldminas adoptar diferentes
grados de torsion que modifican las caracteristicas de los espectros de DC en el
UV lejano.

No fue posible realizar el espectro de DC de P6 debido a que esta secuencia
presentod problemas de solubilidad en las condiciones necesarias para el ensayo.

A partir de la sefial observada a 222nm en los espectros de DC es posible
calcular un porcentaje de helipticidad de la molécula. En la siguiente tabla se
presentan los porcentajes de hélice alfa obtenidos para nuestros PAMs vy

omiganan.

Péptido P1L | P2 | PS5 OMI| P7 | P61 P62 | P8 | P81
% helix SDS | 28 | 64 | 88 10 | 57 53 46 42 | 100

Tabla 2 - Calculado segun[82]: % helix = (6_222 x 1000 + 2000)/30000x100
Segun este analisis, y tal como se esperaba de acuerdo a lo observado en los
espectros, los péptidos con mayor porcentaje de hélice alfa son P5 y una de sus
nuevas versiones, el P8.1.

Actividad hemolitica

Los PAMs ejercen su actividad, principalmente, por la interaccién con

membranas. Uno de los desafios mas complejos a la hora de disefiar péptidos
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antimicrobianos es lograr que una molécula tenga actividad selectiva sobre

membranas de tipo procariota y que no sea toxica para células eucariotas.

Una forma de evaluar la capacidad de los PAMs de interaccionar con
membranas eucariotas y producir su lisis, es mediante ensayos de hemdlisis de
eritrocitos. En estos ensayos todos los péptidos fueron incubados a 37°C durante
1 hora con una suspension de eritrocitos murinos al 1%. Luego las muestras
fueron centrifugadas y se midié la absorbancia del sobrenadante a 570nm. La
cantidad de hemoglobina liberada, medida por absorbancia, es proporcional al
namero de eritrocitos lisados o al dafio producido en su membrana. En la siguiente
figura se muestran los resultados obtenidos, representados como porcentaje de
hemodlisis respecto del control positivo (se us6 H,O destilada, cuyo valor fue

tomado como el 100% de hemolisis); vs. concentracion de PAM.
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Figura 7 — Actividad hemolitica en eritrocitos murinos en funcion de la concentracion de PAM

Para P1 se obtuvieron porcentajes de hemolisis inferiores al 5% en todas las
concentraciones evaluadas, en contraste con P7 cuyos valores aumentan

rapidamente a media que aumenta la concentracion del PAM, llegando a valores
cercanos al 55% en 1024ug/ml.
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En el caso de P2 y sus versiones modificadas, todos presentan un
comportamiento similar, con aumento de la actividad hemolitica en funcién de la
concentracion, alcanzando valores cercanos al 25% en la concentracion mas

elevada.

En la familia de P5, tanto este PAM como su derivado P8.1 mantuvieron valores
de hemolisis inferiores al 5% en todas la concentraciones evaluadas. Por el
contrario, P8 presentd actividad hemolitica dependiente de la concentracién con
valores cercanos al 35% para 1024ug/ml.

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los péptidos fue evaluada por el método de
microdilucién en caldo frente a dos cepas de referencia y un aislamiento clinico
con resistencia a carbapenemes, utilizando como control del ensayo seis
antibioticos de uso habitual en la practica clinica (tablas 3 y 4). En estos ensayos
se pudo determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de cada PAM frente
a las distintas cepas. Todos los péptidos fueron evaluados frente Staphylococcus
aureus ATCC25923 y Pseudomonas aeruginosa PAOL. Los PAMs P1, P5, P8.1y
P6.2 fueron seleccionados en base a su baja toxicidad y buena actividad
antimicrobiana (menor valor de CIM) para ser evaluados también frente al
aislamiento clinico. Se trabajo con la cepa P. aeruginosa M13513, productora de
carbapenemasa tipo KPC, que fue aislada en el afio 2011 y corresponde a un
brote ocurrido en la ciudad de Bariloche. Pertenece al secuenciotipo ST654 que
contiene el gen blakpc.2 €n el transposon Th4401b dentro de un plasmido de 50kb.
La cepa M13513 es resistente a meropenem, imipenem, ceftazidima vy

ciprofloxacina, y sensible a gentamicina, tobramicina y amikacina[103].

Al comparar los nuevos péptidos (P7, P8, P8.1, P6, P6.1 y P6.2) con sus
versiones parentales (P1, P5y P2, respectivamente) se puede observar que frente
a PAOL1, solo P6.2 habria mejorado la actividad ya que redujo una dilucién el
rango de CIM. Sin embargo, como el error del método se considera +/- 1 dilucién,

no puede afirmarse que se trate de una mejora significativa. En cuanto a S. aureus
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ATCC25923, ningun péptido mejord la actividad. Es importante tener en cuenta
que a pesar de que ninguna modificacion permiti6 mejorar la actividad
antimicrobiana, los valores de CIM de los péptidos parentales son relativamente
bajos y en la mayoria de los casos se obtuvieron péptidos nuevos que
conservaron la actividad antimicrobiana. La Unica excepcion es el P6 cuyas
modificaciones de secuencia derivaron en pérdida total de actividad frente a

ambas cepas de referencia.

Cepa P1 P7 R5) P8 P8.1 P2 P6 P6.1 P6.2 omiganan
P. aeruginosa
32/64 32/64 64/128  32/64 64/128 32/64 >1024 >1024 16/32 ND
PAO1
S. aureus
16/32  16/32 8/16 16/32 128/256 32 >1024 128 32 32
ATCC25923
P. aeruginosa
32/64 ND 32/64 ND 64/128 ND ND ND 32/64 256

M13513

Tabla 3 — Concentracion inhibitoria minima de los PAMs. Los valores de CIM representan un
rango promedio de 5 ensayos. ND: no determinado.

Cepa tobramicina ~ vancomicina meropenem imipenem gentamicina
Pae.PAO1 0,2 ND ND ND ND
Sau. ATCC25923 ND 1 ND ND ND
Pae.M13513 1 ND 512/1024 256/512 2

Tabla 4 — Concentracién inhibitoria minima de antibiéticos habituales. Los valores de CIM
representan un rango promedio de 5 repeticiones. ND: no determinado.

Es interesante destacar que todos los péptidos evaluados frente a P.aeruginosa
M13513, presentaron valores de CIM en el mismo rango que para las cepas
sensibles. Esto destaca la caracteristica mas importante de los péptidos
antimicrobianos que es su efectividad en cepas multirresistentes frente a las

cuales los antibiéticos de uso habitual han quedado obsoletos.

A fin de hacer mas simple el andlisis de los datos de actividad antimicrobiana en

combinacion con los parametros fisicoquimicos, contenido de hélice alfa y
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actividad hemolitica, en la tabla 5 se presenta un resumen de todos los resultados

obtenidos hasta aqui.

Al analizar los datos de carga neta, podemos observar que los péptidos con
menor carga neta positiva, como P6 y P6.1, tienen los valores de CIM mas
elevados, con poca o nula actividad antimicrobiana. Por el contrario, los PAMs con
carga neta positiva elevada, 26, son activos frente a las tres cepas evaluadas.
Estos resultados son concordantes con el mecanismo de accidén propuesto para
los PAMs, cuyo primer paso consiste en la interaccion electrostética entre las
cargas negativas de las membranas bacterianas y las cargas positivas de los
PAMSs.

Parametros fisicoquimicos Actividad antimicrobiana
Péptido ] uH H % HA en % Hem. P. aeruginosa  S. aureus P. aeruginosa
SDS Max. PAO1 ATCC 25923 M13513
P1 12 0,389 0,014 28 1,25 32/64 16/32 32/64
P7 9 0,705 0,403 57 53,34 32/64 16/32 ND
P2 6 0,622 0,409 64 22,13 32/64 32 ND
P6 3 0,363 0,803 ND 23,39 >1024 >1024 ND
P6.1 2 0,728 0,401 53 22,1 >1024 128 ND
P6.2 7 0,793 0,328 46 18,27 16/32 32 32/64
P5 7 0,58 0,455 88 4,32 64/128 8/16 32/64
P8 7 0,741 0,455 42 31,75 32/64 16/32 ND
P8.1 7 0,681 0,223 100 2,26 64/128 128/256 64/128

Tabla 5 - Comparacion de parametros fisicoquimicos, contenido hélice alfa, actividad hemolitica
y antimicrobiana. CN: carga neta, pH: momento hidrofobico, H: hidrofobicidad, %HA: porcentaje de
hélice alfa, %Hem.Max.: porcentaje de hemdlisis maxima.

Por otro lado, cuando analizamos la carga neta con los valores de hemolisis
maxima, se puede observar que la carga neta elevada no esta relacionada
directamente a la hemolisis de eritrocitos murinos. Por ejemplo, P7, con carga neta
positiva de 9, tiene hemolisis maxima de 53,34%, pero P1, con carga neta positiva
de 12, tiene hemolisis maxima de 1,25%.

En funcion de lo observado, podemos inferir que la presencia de carga neta
positiva elevada, es una caracteristica deseable para un PAM con actividad
antimicrobiana. Sin embargo se debe tener presente que la actividad biolégica

resultante final de un PAM es una compleja interaccion de una serie de
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caracteristicas y que es dificil de predecir la accion de un PAM sobre membranas
procariotas o eucariotas, lo cual definiria su posible capacidad como agente
antibiético.

Por lo tanto, para el estudio de un parametro individual en este tipo de
moléculas, solamente podriamos realizarlo con un minimo de certeza en
moléculas estrechamente relacionadas, en donde solo generemos la variacion en
el pardmetro a estudiar. Por ejemplo para el caso de P5 y P8, donde solo varian la
ubicacién de 4 aminoacidos, y el momento hidrofébico se modifica mientras que la
carga neta e hidrofobicidad de estas dos moléculas se mantienen idénticas. En
este caso podriamos inferir que el aumento de la anfipaticidad (aumento de
momento hidrofobico) seria el responsable del aumento no deseado de la
capacidad de lisar eritrocitos. EI aumento de la capacidad hemolitica del P7 con
respecto a su secuencia parental P1 también se pudo deber al aumento de la

hidrofobicidad y/o del momento hidrofébico.

Como podemos ver, el desafio en el disefio de estas secuencias es mantener
un muy delicado equilibrio entre carga neta, hidrofobicidad y anfipaticidad, tal que
permita la interaccion efectiva con membranas procariotas, pero no con

membranas eucariotas.

Para poder hacer un andlisis mas detallado y poder echar luz sobre las
interacciones de estas moléculas con estos dos tipos de membranas biologicas se
realizaron distintos ensayos biofisicos con péptidos antimicrobianos
pertenecientes a la misma familia, obteniendo datos relevantes referidos a la
anfipaticidad y el momento hidrofébico y su relevancia en la actividad biologica. De
esta manera se buscé poder interpretar y predecir el comportamiento de futuros
PAMs y asi poseer una herramienta mas en el disefio racional para su

optimizacion.
Interaccién con membranas por ensayos biofisicos

Con el objetivo de generar nuevo conocimiento de las estructuras moleculares y

Su interaccion, que resulta indispensable para la modificacion y disefio de nuevas
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secuencias mejoradas, se evalud la interaccion de los PAMs con membranas
biolégicas por ensayos biofisicos, realizados en colaboracion con el Dr. Axel
Hollmann del Laboratorio de Biointerfaces y Sistemas Biomiméticos de la
Universidad de Santiago del Estero. Por medio de ensayos de fluorescencia,
medicion de potencial de membrana y presion de superficie, entre otros, se
comparé el comportamiento de diferentes péptidos de una misma familia, es decir,
péptidos disefiados a partir del mismo péptido parental. De esta forma, fue posible
hacer un analisis comparativo de las caracteristicas de los PAMs que tienen cierta

homologia en la identidad de secuencia.

Para el analisis de la interaccion con membranas se utilizaron dos membranas
modelo: DMPC y DMPC:DMPG. La primera esta constituida por el lipido
zwitterionico dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). Este lipido genera membranas con
carga neutra e intenta simular las caracteristicas de una membrana de tipo
eucariota. La segunda membrana modelo se obtuvo con una mezcla 5:1 del
mismo lipido  zwitteribnico (DMPC) y otro con carga negativa:
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). Esta combinacion genera membranas con
carga negativa, e intenta simular las caracteristicas de las membranas
bacterianas, cuya carga neta superficial es negativa. Estos modelos de membrana
estdn ampliamente caracterizados y se utilizan habitualmente como modelos de

membranas eucariotas y bacterianas, respectivamente.

Para este analisis se trabajé con el péptido P5 y sus dos nuevas versiones: P8
y P8.1. Se analizé el rol de la anfipaticidad y la hidrofobicidad en el balance entre

la hemolisis y la interaccién con membranas.

Mediante ensayos de absorcion de luz UV-visible y fluorescencia del triptofano,
se analizo la interaccion de los PAMs con vesiculas unilamelares grandes (LUVs,
por sus siglas en inglés). Se pudo determinar que los tres PAMs tienen afinidad
por membranas DMPC:DMPG, siendo P8 el que interacciona con mas intensidad
con este tipo de membranas. Por otra parte, en cuanto a la interaccién con LUVs

de DMPC, solo se observo interaccion de P5 y P8, mientras que el P8.1
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practicamente no genero alteraciones, o al menos el triptéfano no esta involucrado

en la interaccion con este tipo de membranas (Figura 8).
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Figura 8 — Estudio de particién de los péptidos en vesiculas lipidicas. Variacién de la intensidad
de fluorescencia del triptéfano en funcién de la adicion de LUVs compuestas por DMPC (izquierda)
o DMPC:DMPG (derecha). Los valores representados corresponden al promedio +/- DS.

Luego, se realizaron ensayos de perturbacion de la presion de superficie sobre
monocapas lipidicas (Figura 9). Los tres péptidos fueron capaces de inducir
cambios en la presion de superficie de las monocapas DMPC:DMPG, con valores
superiores para P8. En cuanto a las monocapas DMPC, P8.1 arrojo valores

menores a la mitad de los observados para P5y P8.
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Figura 9 — Interaccién de péptidos con monocapas lipidicas. Cambios en la presion de
superficie expresados como All en funcion de la concentracién de péptido, en monocapas DMPC
(izquierda) o DMPC:DMPG 5:1 (derecha).
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Estos resultados indican que los PAMs evaluados podrian interaccionar tanto
con membranas de tipo bacteriano como eucariota, sin embargo P8.1 tendria la
menor selectividad por membranas eucariotas y P8 la mayor afinidad por
membranas eucariotas y procariotas. Los datos concuerdan con lo observado en

ensayos de hemolisis y actividad antimicrobiana.

Estos tres péptidos tienen igual punto isoeléctrico y carga neta, ademas P8 y P5
incluso tienen la misma hidrofobicidad. Los cambios realizados para obtener P8
generaron una molécula con mayor momento hidrofobico, es decir un péptido con
mayor anfipaticidad. Este cambio mejord levemente la actividad antimicrobiana
sobre P. aeruginosa PAO1 pero aumentd significativamente la hemolisis. Esto
indicaria que el aumento del caracter anfipatico de un PAM en moléculas
altamente relacionadas, podria traducirse en una mejora de actividad vinculada a
la mayor afinidad del péptido por las membranas, siendo este efecto mucho mas
fuerte en la interaccibn con membranas zwitteridnicas (tipo eucariotas); lo cual

aumenta considerablemente el potencial toxico del PAM.

Por otra parte, en P8.1, la sustitucion de leucinas por alaninas, (aminoacido con
menor caracter hidrofébico) generé una molécula con mayor anfipaticidad que P5
y menor hidrofobicidad general que P5 y P8. Estos cambios, redujeron
rotundamente la afinidad de P8.1 por membranas zwitteridnicas, y restaurd la
afinidad por membranas con carga negativa a los valores obtenidos para P5. Esto
podria indicar que en moléculas muy anfipaticas, la reduccion de la hidrofobicidad
por cambios de aminoacidos con menor carécter hidrofébico, que no altere la
separaciéon espacial de los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos en la estructura
secundaria; resultaria en una disminucion de la afinidad de la molécula por
membranas zwitteridnicas. Este cambio, permitiria obtener péptidos con menor

toxicidad, en concordancia con lo reportado por Yin LM et al. [101].

Finalmente se evaluo la interaccion de estos tres PAMs con eritrocitos
humanos, midiendo cambios en el potencial de membrana mediante la utilizacién

de la sonda di-8-ANEPPS. Se observo que P8 produjo una gran perturbacién de la
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misma, en contraste con P5 y P8.1 cuyo efecto fue casi indetectable, nuevamente

en correlacion con lo observado en los ensayos de hemdlisis (Figura 10).

\i P5
0.8 . -=- P8
' LN P8.1

‘\15 \\
(] -~

e i\"g‘---l. L

04 T T T 1

0 10 20 30 140
[péptido] uM

Figura 10 — Perfil de unién de los péptidos a eritrocitos humanos. Se representa la tasa de
excitacion de la sonda di-8-ANEPPS, R (ls/lsos, normalizado al valor inicial) en funcion de la
concentracion de péptido.

En este trabajo se demostr6 que los tres péptidos tienen afinidad por
membranas negativas, lo cual es esperable debido a la carga positiva de los
péptidos. Sin embargo, el hecho de que los péptidos también tengan afinidad por
membranas zwitteriénicas indica que las interacciones hidrofébicas también
podrian jugar un rol importante, en conjunto con las interacciones electrostéticas,

en el mecanismo por el cual los péptidos se unen a las membranas zwitteridnicas.

Posteriormente, con el objetivo de evaluar la localizacion de los péptidos en las
bicapas lipidicas, se realizaron ensayos de disminucién (quenching) de
fluorescencia por medio de sondas como 5NS y 16NS. Estas sondas se utilizan
para evaluar la profundidad del triptéfano insertado en la membrana. Los datos de
guenching de fluorescencia permitieron la aplicacion del método SIMEXDA para
obtener la distribucién en profundidad de los triptéfanos dentro de vesiculas
DMPC:DMPG. La distancia calculada desde el centro de la bicapa lipidica indica
que los tres péptidos estan localizados cerca de la interface membrana-agua, con
el triptofano insertado cerca de la interface de las cabezas polares de los

fosfolipidos. P8 tendria la localizacién méas profunda, encontrandose a 11.2 A del
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centro, en tanto que P5 y P8.1 tendrian una localizacion menos profunda con

distancias al centro mayores a 12 A (Figura 11, izquierda).

P5
— P8
. P81

0.8+

0.6

0.4

Frecuencia de distribucion relativa

Distancia al CBL (A)

Figura 11 — Frecuencia de distribucion de los triptéfanos en funcién de la distancia al centro de
la bicapa lipidica (CBL).

A pesar de que los datos de distancia al centro de la bicapa lipidica representan
la posicion promedio de los dos los triptéfanos de cada secuencia, la forma de la
curva de distribucion de frecuencia (campana angosta, Figura 11, izquierda) indica
que estos aminoacidos se encontrarian insertados en una posicion similar dentro
de la bicapa lipidica. Ademas, los mismos se encuentran enterrados
aproximadamente 8 A en la membrana, lo que indica una posicién del péptido
paralelo a la misma. En la figura 12 se representa un esquema de la posicion que

P5 podria adoptar en contacto con una membrana.

- 20
=
15
O
- 10 o
S
c
L 5 S
Yy
(&)

_________________________________________________________________________________________________ -0

Figura 12 — Representacion de P5 en hélice alfa evidenciando los residuos de los tript6fanos,
realizado con el software Jmol (Jmol v. 14.2.9 2014.11.17), sobre la hemicapa lipidica. A la
derecha, a escala, se representa la posicién promedio de los tript6fanos de P5. CBL: centro de la
bicapa lipidica.

56



De acuerdo a estos resultados, podriamos pensar en un modelo de interaccion
péptido-membrana, en donde los péptidos tendrian un primer acercamiento a las
membranas dirigido por interacciones electrostaticas y luego se produciria la
conformacion en hélice alfa, como muestran nuestros estudios de CD, dejando a
los triptéfanos en la misma cara de la molécula anfipatica. Finalmente, la
localizacion de los residuos de triptéfano en la regién de la cadena carbonada de
la bicapa, estabilizados por el alineamiento paralelo a la membrana, es lo que
podria promover cambios en la organizacion de los lipidos y producir la actividad

antimicrobiana (Figura 13).
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Figura 13 - Esquema de los primeros pasos del posible mecanismo de accién de los PAMs.

Microscopia electrénica de barrido

Con el objetivo de poder visualizar los posibles cambios que se presentan en las
membranas bacterianas (de Gram positivas y Gram negativas) se realizaron
microscopias electrénicas de barrio (MEB) de P. aeruginosa PAOLl y S. aureus
ATCC25923 incubadas por una hora con los PAMs. Las imagenes fueron
realizadas en el Centro de Microscopias Avanzadas de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Se utilizaron bacterias en
crecimiento exponencial que fueron incubadas con los péptidos P5 y P8.1 en la

concentracion de CIM.
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S. aureus

P5

P8.1

Ampliacion P8.1

Figura 14 - Microscopia electrénica de barrido de P. aeruginosa PAO1 y S. aureus ATCC 25923.
Las muestras fueron incubadas con: solucion fisiolégica (Ay B), P5 (C y D) o P8.1 (E, F y G) por
una hora en la CIM respectiva de cada péptido para cada cepa.
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En la Figura 14 se presentan seis imagenes representativas de las
microscopias de barrido realizadas. Las muestras control de ambas cepas
bacterianas (Figura 14, A y B) presentaron células turgentes, con superficie lisa,
estructura superficial conservada y homogénea, sin alteraciones visibles. En
cuanto a las muestras tratadas con los PAMs, en P. aeruginosa (Figura 14, D, Fy
G) se observaron claras alteraciones de la pared celular, con protrusiones en
forma de burbujas a lo largo de toda la superficie bacteriana. Esto podria estar
relacionado al aumento de permeabilidad de la membrana bacteriana producido
por la interaccion de los péptidos con la misma, pero manteniendo todavia su
membrana externa intacta, lo que permitiria el paso del contenido intracelular al
espacio periplasmico generando las protuberancias mencionadas. Este efecto
observado es concordante con el mecanismo de accibn mas relevante y
ampliamente reportado para los PAMs. EI mismo consiste en la desestabilizacidon
de la membrana bacteriana, producido por el intercalado de los péptidos entre los
fosfolipidos de la bicapa lipidica, que luego de llegar a una concentracion umbral
produce la lisis bacteriana y muerte celular. En esta cepa Gram-negativa los dos

péptidos evaluados mostraron los mismos efectos a nivel de superficie.

En cuanto a S. aureus (Figura 14, C y E), no se observaron cambios visibles
significativos como en P. aeruginosa. Si bien en algunos casos se pueden
observar células con invaginaciones, esta caracteristica no es representativa de
todas las imagenes. Dado que las muestras fueron incubadas por una hora en la
concentracion inhibitoria minima de los PAMs, es posible que con mas tiempo de
exposicion al antimicrobiano o con mayores concentraciones del mismo se logre
observar el dafo celular. En bacterias Gram-negativas la presencia de membrana
externa ofrece una bicapa lipidica de localizacidon superficial como potencial blanco
para los PAMs. Por el contrario, las bacterias Gram-positivas tiene una Unica
bicapa lipidica que se encuentra enmascarada por una gruesa capa de
peptidoglicano, responsable en gran medida de la rigidez de la pared celular
bacteriana. Por este motivo, probablemente, en la concentracion de CIM sélo fue
posible observar efectos en la cepa Gram negativa y no en la Gram positiva. En la

primera, las alteraciones de membrana se traducen de forma evidente a la

59



superficie celular, en tanto que en la segunda, la capa de peptidoglicano no solo
enmascara las alteraciones de la bicapa lipidica sino que ademas le confiere
mayor rigidez y resistencia a la permeabilidad de la misma.
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO 1

En esta primera parte del trabajo se obtuvieron, mediante modificaciones y
sustituciones aminoacidicas, nuevas moléculas a partir de los péptidos parentales
P1, P2y P5, con el doble objetivo de obtener versiones mejoradas de los péptidos
y ademas poder investigar la influencia de los diferentes parametros en la
actividad bioldgica de este tipo de péptidos y su posible mecanismo de accion

basado en la interaccion con membranas bioldgicas.

El desafio en el disefio de estas secuencias es mantener un muy delicado
equilibrio entre carga neta, hidrofobicidad y anfipaticidad, tal que permita la
interaccion efectiva con membranas procariotas, pero no con membranas
eucariotas. En ese sentido se debe tener presente que la actividad biolégica
resultante final de un PAM es una compleja interaccion de una serie de
caracteristicas que hacen dificil predecir a ciencia cierta su afinidad por

membranas procariotas o eucariotas
Pudimos concluir que:

e Este tipo de péptidos no poseen estructura en solucion, y al contacto
con membranas lipidicas adquieren estructura tipo alfa hélice.

e Los péptidos con menor carga neta positiva tienen los valores de CIM
mas elevados, con poca 0 nula actividad antimicrobiana. Por el contrario,
los PAMs con carga neta positiva elevada son mas activos. Estos
resultados son concordantes con el mecanismo de accién propuesto para
los PAMSs, cuyo primer paso consiste en la interaccion electrostéatica entre
las cargas negativas de las membranas bacterianas (lipopolisacaridos y
acidos teicoicos) y las cargas positivas de los PAMs.

e La carga neta elevada no esta relacionada directamente a la
hemodlisis de eritrocitos murinos.

e La presencia de carga neta positiva elevada es una caracteristica

deseable para un PAM con actividad antimicrobiana.
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e El aumento de la anfipaticidad (aumento de momento hidrofébico)
seria el responsable del aumento no deseado de la capacidad de lisar
eritrocitos.

e Los ensayos de perturbacion de la presidon de superficie sobre
monocapas lipidicas y particion de los péptidos en vesiculas lipidicas
corroboran lo observado en ensayos de hemolisis de eritrocitos y actividad
antimicrobiana, y cuantifican la selectividad potencial de cada molécula por
membranas de tipo procariota o eucariota.

e En moléculas muy anfipaticas, la reduccion de la hidrofobicidad por
cambios de aminoacidos con menor caracter hidrofébico, que no altere la
separacion espacial de los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos en la
estructura secundaria, resultaria en una disminucion de la afinidad de la
molécula por membranas zwitterionicas

e Los datos de quenching de fluorescencia indican que los triptéfanos,
al interaccionar con la membrana, se encontrarian insertados en una
posicion similar dentro de la bicapa lipidica, y que se encuentran enterrados
aproximadamente 8 A en la membrana, lo que indica una posicion del
péptido paralelo a la misma.

e En funcibn de estos datos podriamos pensar en un modelo de
mecanismo de accion para los PAMs estudiados. Las interacciones
electrostaticas dirigirian un primer acercamiento del péptido a las
membranas y luego se produciria la conformacion en hélice alfa dejando a
los triptéfanos en la misma cara de la molécula anfipatica. Finalmente, la
localizacion de los residuos de triptofano en la region de la cadena
carbonada de la bicapa, estabilizados por el alineamiento paralelo a la
membrana, es lo que podria promover cambios en la organizacion de los
lipidos y producir la actividad antimicrobiana

e Las microscopias de barrido muestran que en el caso de P.
aeruginosa, la interaccion con el PAM induce claras alteraciones de la
pared celular, con protrusiones en forma de burbujas a lo largo de toda la
superficie bacteriana. Esto podria estar relacionado al aumento de
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permeabilidad de la membrana bacteriana producido por la interaccién de
los péptidos con la misma, pero manteniendo todavia su membrana externa
intacta, lo que permitiria el paso del contenido intracelular al espacio

periplasmico generando las protuberancias
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CAPITULO 2

Actividad antimicrobiana
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INTRODUCCION

La microdilucién en caldo para determinar la concentraciéon inhibitoria minima
(CIM) es una de las metodologias mas ampliamente utilizadas cuando se pretende
evaluar la actividad antimicrobiana de una droga. Esto es debido a que dicha
técnica permite definir la CIM de un antimicrobiano de manera sencilla,
reproducible y con bajo costo. Sin embargo, el ensayo de microdilucion sélo nos
aporta informacion de lo que sucede a tiempo final (16-20hs), luego de incubar un
microorganismo con la droga ensayada. En contraste, la evaluacion de la actividad
antimicrobiana por medio de cinéticas, permite obtener informacién detallada de
como actua el agente evaluado en funcion del tiempo. Este tipo de ensayos son
muy utiles para describir el modo en que actian nuevas drogas y son ampliamente
utilizados en investigacion. Se suele evaluar la inhibicion del crecimiento, por
cinéticas que siguen dicho proceso generalmente por medicion de densidad
Optica, asi como también cinéticas de muerte, generalmente por recuento de
UFC/ml. En particular, las cinéticas de muerte, permiten describir si un

antimicrobiano tiene actividad bactericida o bacteriostatica.

En cuanto a la relevancia clinica, la administracion de un antimicrobiano a un
paciente con una enfermedad infecciosa, tiene como objetivo evitar la
diseminacién de la infeccién [104]. Luego, la eliminacion del agente patégeno
depende en gran medida del sistema inmune del hospedador. Por este motivo, en
general, a la hora de evaluar un agente antimicrobiano se determina la
concentracion inhibitoria minima, ya que lo que se busca es evitar la diseminacién
del patégeno al resto del organismo, mas que su erradicacién. Sin embargo,
cuando se trata de pacientes inmunocomprometidos o de algunas enfermedades
infecciosas como meningitis, osteomielitis y endocarditis, es de gran importancia
determinar si el agente posee efecto bacteriostatico o bactericida. La evaluacion
de la concentracién bactericida minima (CBM) por microdilucién, es definida por
muchos investigadores como la minima concentracién de droga capaz de matar el

99.9% de las bacterias a tiempo final. No obstante, se considera una definicion
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arbitraria, que separa a las bacterias en dos poblaciones sin relevancia bioldgica.
Esta definicion, también es aplicada a las cinéticas de muerte, sin embargo, la
dindmica de la actividad antimicrobiana en el tiempo otorga informacion muy
valiosa cuando se comparan agentes en diferentes condiciones. Por ejemplo, se
ha observado que asilamientos clinicos de meningitis bacteriana de pacientes con
terapia exitosa o fallida, han mostrado iguales valores de CIM y CBM de
moxalactam (betalactamico de amplio espectro); en tanto que se ha observado
correlacion entre la diminucion de la tasa de muerte producida por dicho

antibiotico, (observada en cinéticas de muerte) con la falla terapéutica[105].

Por otra parte, otro aspecto importante que puede ser evaluado cuando se
investigan nuevas drogas, es su capacidad de ejercer efecto sinérgico con drogas
de uso habitual. En la practica clinica la terapia combinada suele utilizarse en
infecciones con riesgo de vida para intentar llegar a todos los potenciales
patdgenos, cuando un antibidtico no posee espectro de accidén suficientemente
amplio. También, se utiliza como estrategia para evitar la aparicién de resistencia
y como alternativa frente a infecciones polimicrobianas [106]. Existen varias
técnicas que permiten determinar el efecto sinérgico de dos o mas compuestos. La
mas ampliamente utilizada es una adaptacién de la microdilucibn en caldo,
conocida como “checkerboard”. Sin embargo, la determinacién de sinergia por
cinética de muerte es la técnica que tiene mejor correlacion con lo observado en

modelos animales [104] .

En este capitulo se analizdé la actividad antimicrobiana de los PAMs por
cinéticas de muerte frente a S. aureus Yy P. aeruginosa; asi como la posible
actividad sinérgica de 4 PAMs seleccionados con meropenem, frente al

aislamiento clinico P. aeruginosa M13513.

66



MATERIALES Y METODOS
Cinéticas de muerte

Para realizar las cinéticas se prepararon cultivos en fase exponencial y luego
por medicién de densidad 6ptica se ajustd el inéculo a 5x10°UFC/m. Los cultivos
se prepararon en tubos de 50 ml, con medio MHAC y volumen final de 10 ml. Los
PAMS se evaluaron en la concentracion de CIM. Como control de crecimiento se
utilizé un cultivo sin antimicrobiano. Las muestras se incubaron en agitacion a 200
rom y 37°C, por tres horas. Se tomaron alicuotas a diferentes intervalos de tiempo
y las muestras fueron diluidas y sembradas por el método de la gota (50ul por
gota, por triplicado) en LB agar. Las placas se incubaron a 37°C por 24 hs y luego
se determiné el recuento de UFC/mI para cada tiempo. Los datos se presentaron
como el promedio y el error estandar para cada punto, en un grafico de UFC/ml vs.

tiempo.
Cinéticas de crecimiento

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en placas de 96 pocillos con fondo
plano. Se siguié el mismo procedimiento que para en ensayo de microdilucién en
caldo, pero en este caso la paca se incub6 a 37°C en el equipo Cytation 5, y se
realizaron mediciones de densidad Optica a 600nm cada 2 hs, con previa agitacion
de las muestras. Los resultados se representan como el promedio y el error

estandar, en gréficos de DO vs tiempo.
Sinergia por checkerboard

El ensayo de sinergia por checkerboard permite evaluar la actividad
antimicrobiana de varias combinaciones de antimicrobianos. El ensayo se realizo
de forma similar al de microdilucién en caldo, pero en vez de realizar diluciones
seriadas de antimicrobianos en la placa, se prepararon las combinaciones de
antimicrobianos previamente y luego se sembré cada combinacion en el pocillo
correspondiente. En este caso se trabajé con combinaciones de meropenem y

cuatro PAMs: P1, P5, P6.2 y P8.1. Se probaron las siguientes mezclas: 0.5xCIM
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PAM + 0.5xCIM meropenem; 0.5xCIM PAM + 0.25xCIM meropenem; 0.25xCIM
PAM + 0.5xCIM meropenem; y 0.25xCIM PAM + 0.25xCIM meropenem. Como
controles, en cada placa se evalué la concentracion de CIM de cada PAM y
meropenem, asi como un control de crecimiento (medio con indculo), y control de
esterilidad (medio sin inocular). En el punto final del ensayo se calcula un indice
de sinergia que se denomina FICI por sus siglas en inglés (fractional inhibitory
concentation index), de la siguiente manera: FICI = FICpam + FICmer, donde,
FICpam = ClIMpau en la combinacion /CiMpay S0I0; Y FICmero = ClMmero €N la

combinacion /CIMpero SOIlO.

Un valor de FICI <0.5 es considerado actividad sinérgica, FICI = 1 es
considerado como efecto aditivo y 1=2FICI=0.5 es considerado como probable

efecto sinérgico.
Sinergia por cinética de muerte

La sinergia evaluada por cinética de muerte es el método mas recomendado
para determinar si dos antimicrobianos poseen efecto sinérgico cuando se
administran en combinacion. La metodologia es muy laboriosa, por lo que no suele
utilizarse como método de rutina en laboratorios microbioldgicos, pero es la
técnica que mejor correlaciona con el resultado terapéutico en modelos
animales[104]. El procedimiento es similar al descripto para las cinéticas de
muerte, pero en este caso se agregan tomas de muestra a las 4, 8 y 24 hs de
incubacion. En este trabajo se decidié analizar la sinergia por cinética de muerte
para las combinaciones de antimicrobianos mas altas que inhibieron el crecimiento
en el ensayo de checkerboard. Se trabajé con los péptidos P1, P5, P6.2 y P8.1 en
combinaciéon con meropenem, todos en 0,5xCIM. También se evalué la actividad
de cada uno de los componentes de la combinacién por separado en 0,5xCIM. Se
utilizé medio de cultivo inoculado como control de crecimiento y medio de cultivo
inoculado con adicion de antimicrobiano en concentracion de CIM como control de
actividad antibacteriana. El in6culo inicial fue corroborado por recuento de UFC/ml.
Se considera efecto sinérgico a la reduccién de dos o mas unidades logaritmicas

de UFC/ml entre la combinacion y su agente mas activo (evaluado de forma
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individual), a las 24 hs. Se considera efecto bactericida a la reduccion de 3 o mas

unidades logaritmicas de UFC/ml respecto del inoculo inicial.
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RESULTADOS

Determinacién de actividad bactericida

Las cinéticas de muerte de un antimicrobiano permiten observar como el agente
ejerce su actividad en funcion del tiempo, midiendo las células viables por
recuento de unidades formadoras de colonias a diferentes intervalos de tiempo.
Normalmente, para los antibiéticos de uso habitual esta medicion se realiza en un
periodo de 24 hs, debido a que en ese lapso alcanzan su maximo de actividad. Sin
embargo, para los PAMs estos tiempos son mucho mas cortos, de hecho estos
antimicrobianos ejercen la actividad maxima en solo horas o minutos. Por ese
motivo, se realizaron cinéticas de muerte midiendo las bacterias viables a
intervalos cortos por un periodo de tres horas[107-109]. Las cinéticas de muerte
se realizaron para P. aeruginosa PAO1 y S. aureus ATCC25923, incubadas con
los PAMs en la CIM respectiva para cada cepa. La reduccion de 3 unidades
logaritmicas respecto del indculo inicial se considera efecto bactericida (muerte del
99,9%).

Para P. aeruginosa PAO1, todos los PAMs, excepto P6.2, mostraron actividad
bactericida (Figura 15). Para P2, P5, P7 y P8 este efecto se observé en los
primeros minutos de incubacion, reduciendo el niumero de bacterias viables a
valores por debajo del limite de deteccion del método en menos de 30 minutos. P1
mostré una curva de pendiente menos pronunciada, alcanzando la actividad
bactericida en aproximadamente 45 minutos, y llegando a =10* UFC/ml recién a
las 3 horas. Por otra parte, P8.1 redujo el inoculo bacteriano en 3 unidades
logaritmicas recién a las 2 horas de incubacién y a las 3 horas este valor se

mantuvo casi sin cambios.
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Figura 15 — Cinética de muerte de P. aeruginosa PAOL1 incubada a 37°C y 200rpm, con cada PAM
en su respectiva CIM. Los puntos graficados sobre el eje “X” corresponden a valores por debajo del
limite de deteccion del método (6x10"UFC/ml).

En S. aureus ATCC 25923 (Figura 16) so6lo los péptidos P2, P7, P8 y P8.1
mostraron actividad bactericida. Ademas, las curvas de muerte en esta cepa
fueron notablemente mas lentas que en P. aeruginosa. Este hecho podria estar
relacionado a que las bacterias Gram-positivas poseen una gruesa capa de
peptidoglicano que ofrece estabilidad a la célula, lo que haria mas lento el proceso
de lisis celular, por lo menos en los primeros momentos de la interaccion. Sin
embargo, cabe destacar que todas las curvas de muerte de S. aureus tienen
pendientes negativas que se mantienen en tendencia descendiente a las 3 horas
de incubacién; a diferencia de las curvas de los PAMs no bactericidas observadas
en P. aeruginosa, cuyas pendientes parecieran llegar a un valor constante de
UFC/ml.
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Figura 16 — Cinética de muerte de S. aureus ATCC25923 incubado a 37°C y 200rpm, con cada
PAM en su respectiva CIM. Los puntos graficados sobre el eje “X” corresponden a valores por
debajo del limite de deteccién del método (6x10"UFC/ml).

Cinéticas de crecimiento de P. aeruginosa M13513

Habiendo evaluado la actividad de los PAMs en el aislamiento clinico (capitulo
1), se decidié analizar la posible actividad sinérgica con meropenem de 4 PAMs
seleccionados (P1, P5, P6.2 y P8.1). En primera instancia se realizaron curvas de
crecimiento de P. aeruginosa M13513 a distintas concentraciones de los péptidos
o0 meropenem, a fin de evaluar el comportamiento del microorganismo a bajas
concentraciones de antimicrobiano. Esto nos permitio realizar una aproximacion
mas exacta del valor de CIM. Contar con este dato es de gran importancia, dado
que el método de microdilucién en caldo para el calculo de CIM tiene un error

intrinseco de +/- 1 dilucién. Este ensayo se realiza con diluciones seriadas al
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medio, y en concentraciones altas las diferencias de concentracion de un
antimicrobiano entre una dilucion y la siguiente se hacen muy grandes. Este
hecho, sumado al error del método, suele traer inconvenientes a la hora de
realizar ensayos de sinergia, donde se utilizan concentraciones por debajo de la
CIM vy el indice de sinergia es calculado en relacion a la CIM de cada

antimicrobiano sélo.

La Figura 17 muestra las cinéticas de crecimiento del aislamiento clinico en
diferentes concentraciones de péptido. Luego, a partir de los datos de DO a
tiempo final para cada concentracién, se realizé un célculo aproximado de la CIM

(Tabla 6) por ajuste de la curva segun Gompertz [110] (Figura 18).

Todos los antimicrobianos evaluados, excepto P1, mostraron actividad
antimicrobiana en concentraciones por debajo de la CIM. En general, las
concentraciones sub-Optimas del antimicrobiano sé6lo inhiben el crecimiento
bacteriano por un corto periodo de tiempo al principio de la cinética, luego del cual
la densidad 6ptica (crecimiento bacteriano) aumenta. Este efecto depende de la
concentracion del PAM o antimicrobiano; en concentraciones bajas la curva es
cada vez mas parecida al control positivo (bacterias sin antimicrobiano), e incluso
en algunos casos la concentracion mas baja (8ug/ml) es practicamente igual a la
del control. En estos casos, ademas de la posibilidad que el agente antimicrobiano
a esas concentraciones se comporte como bacteriostatico en las primeras etapas
de la curva, también podrian existir poblaciones bacterianas heterogéneas en
cuanto a la resistencia al antimicrobiano testeado, y el recrecimiento podria
deberse al aumento de estas poblaciones resistentes. Este efecto suele
observarse en curvas de muerte cuando hay un decrecimiento inicial de UFC/mly

luego el cultivo recrece[104].

Por otro lado es importante sefialar el comportamiento de P1, este PAM mostro
un efecto distinto a los demas agentes evaluados. La actividad antimicrobiana de
P1 fue nula en concentraciones por debajo de la CIM, siendo todas las curvas
practicamente iguales al control positivo. Este efecto de “todo o nada” indica que

para este PAM en particular, a concentraciones sub-optimas, el antimicrobiano no

73



afecta el crecimiento bacteriano, ya que solo luego de alcanzar una concentracion

umbral o “treshold” comienza la lisis de la célula bacteriana. Este tipo de

comportamiento esta reportado en la literatura para otros antimicrobianos [111].
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Figura 17 — Cinéticas de crecimiento de P. aeruginosa M13513 en diferentes concentraciones de
antimicrobiano (PAM, meropenem o imipenem)
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Ajuste de CIM para evaluacion de actividad sinérgica

A partir de los valores de DO a tiempo final (20hs) para cada antimicrobiano, se
realiz6 una curva de DO vs. concentracion de PAM o antibiético (Figura 18).
Ajustando los datos a la curva segun el método de Gompertz, se puede calcular
una concentracion mas exacta capaz de inhibir el crecimiento a las 20hs, estimada
a partir del punto de unién de la recta que pasa por el punto de inflexion de la

curva y la recta que pasa por la asintota horizontal.

Ajuste segun Gompertz -- curva de CIM
P5 (Pae M13513)

1.57

LOGMIC 5.192
SLOPE 0.9540
BOTTOM | 0.1297
SPAN 1.071

DO 600nm

CIM 36.55 pg/ml

O-Olllll‘rlllll
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

LOG, [pg/ml P5]

Figura 18 — Ajuste segun Gompertz [110]. Se presenta a modo de ejemplo el ajuste realizado
para P5 en P. aeruginosa M13513. Se grafico la DO a tiempo final (20hs) en funcion del logaritmo
en base 2 de las concentraciones de péptido. A partir del punto de unién de la recta que pasa por
el punto de inflexion de la curva y la recta que pasa por la asintota horizontal se calcula el valor de

CIM aproximado.

Este método nos permiti6 acercarnos al valor exacto de concentracion
inhibitoria minima, y luego, probando concentraciones cercanas a las estimadas a
partir de la curva, pudimos establecer los siguientes valores de CIM de P.

aeruginosa M13513 para los cuatro PAMs seleccionados.

Péptido P1 P5 P6.2 P8.1 Meropenem

CIM (pg/ml) 50 50 40 100 800
Tabla 6 — Valores de CIM calculados a partir del ajuste a la curva segiin método de Gompertz.
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Sinergia por checkerboard

Utilizando los valores de CIM ajustados que nos permitieron realizar ensayos
con menor variabilidad, se evalué la posible actividad sinérgica por el método de
checkerboard. Se probaron diferentes combinaciones de PAMs y meropenem

frente al aislamiento clinico P. aeruginosa M13513.

Pae M13513 Pae M13513

1.5 1.5-

=
o
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DO (600nm)
o
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kkk  kkk  kkk

*kk  kkk  kkk

A B C DC+CEA B C D " A B C DCFCEA B C D
_— _— e _ _
P5 + Meropenem P8.1 + Meropenem P1+ Meropenem P6.2 + Meropenem

Figura 19 — Actividad sinérgica por el método chequerboard. Se presenta el crecimiento
bacteriano en cada una de las combinaciones de PAMs y meropenem. A: 0,5xCIM PAM + 0,5xCIM
mero; B: 0,25xCIM PAM + 0,5xCIM mero; C: 0,5xCIM PAM + 0,25xCIM mero; D: 0,25xCIM PAM +
0,25xCIM mero. C+: control positivo, sin antimicrobiano. CE: control de esterilidad, s6lo medio
MHAC. ANOVA de una via, con test posterior de Dunnet, comparando todas las combinaciones
contra el control (C+); ***p<0,001.

Luego de evaluar la inhibicion del crecimiento bacteriano en las distintas
combinaciones de antimicrobianos, se debe realizar el calculo del indice de
concentracion inhibitoria fraccional o FICI por sus siglas en inglés. El mismo se

calcula con la siguiente ecuacion:
FICI = (CIMA®™/CIMA*") + (CIMg®™/CIMg**"°)

Un valor de FICI <0.5 es considerado actividad sinérgica, FICI = 1 es
considerado como efecto aditivo y 12FICI=0.5 es considerado como probable

efecto sinérgico.
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A partir de la formula se deduce gue la Unica combinacion (de las evaluadas en
este experimento) que podria ser considerada sinérgica, si presentara inhibicion

de crecimiento, seria la D; dado que:
FICI combinacion D = 0,25xCIMa/CIMa+0,25xCIMg/CIMg = 0,25 + 0,25 = 0,5

Sin embargo, se analizaron diferentes combinaciones para descartar, por
ejemplo, efectos antagonistas. Como puede observase en la Figura 19, ninguna
combinacion de PAM + meropenem logro inhibir el crecimiento en la combinacién
D. A pesar de ello, los resultados muestran que P5 y P8.1 serian probablemente

sinérgicos, en tanto que P1y P6.2 sélo presentarian efecto aditivo.

Cabe destacar que el crecimiento observado en las combinaciones D presenta
diferencia estadisticamente significativa con el control positivo, lo que indica que
hay actividad antimicrobiana, aunque no se haya inhibido completamente el
crecimiento. Por otra parte, en este tipo de experimentos donde se evalla el
crecimiento por medicién de DO, se obtiene una medida indirecta del crecimiento
bacteriano, sin conocer el detalle de cédmo varia la carga microbiana durante el
periodo de incubacién con los antimicrobianos. Este hecho sumado al resultado de
probable efecto sinérgico nos alenté a buscar una metodologia méas certera para
evaluar sinergia. Por este motivo se decidié realizar un ensayo en el que se
pudiese observar de forma mas detallada la actividad antimicrobiana de la

combinacion de PAMs y meropenem.
Sinergia por cinética de muerte

Segun la guia “Métodos para la determinacion de actividad bactericida de
agentes antimicrobianos” del CLSI [112], la forma mas precisa, o0 gold standard,
para evaluar actividad sinérgica es por medio de la realizacion de cinéticas de
muerte. Este ensayo nos permite evaluar el crecimiento bacteriano a diferentes
intervalos de tiempo durante el proceso de incubacion de las bacterias con las
diferentes combinaciones de antimicrobianos; y se realiza por recuentos de
UFC/ml a diferentes tiempos. Segun el CLSI, los resultados de actividad sinérgica

evaluados mediante este ensayo tienen mejor correlacion con lo observado en
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modelos animales. Sin embargo, por ser un procedimiento muy laborioso, no se
lleva a cabo como ensayo de rutina en los laboratorios de analisis clinicos que

deben manejar un gran volumen de muestras a diario.

En estos ensayos se evaluo la posible actividad sinérgica de P5, P8.1, P6.2 y
P1 con meropenem sobre P. aeruginosa M13513. Para ello se evaluaron
combinaciones de 0,5xCIM de cada PAM con 0,5xCIM de meropenem, y se
realizaron cinéticas de muerte tomando muestras para recuento de UFC/ml cada
una hora durante las primeras 4 hs de la cinética, y luego a las 8hs y 24hs.
Normalmente, este ensayo se realiza evaluando la carga microbiana alas 0, 4, 8y
24hs cuando se utilizan antibiéticos convencionales. Sin embargo, dada la
naturaleza de los péptidos antimicrobianos, decidimos que seria importante tener
mayor detalle de la actividad durante las primeras horas de incubaciéon y se

agregaron puntos intermedios de evaluacion en el periodo 0-4hs.
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Figura 20 — Cinéticas de muerte de P. aeruginosa M13513 para la evaluacion de posible sinergia
de los PAMs con meropenem. PAM-mer: 0,5xCIM péptido + 0,5xCIM meropenem; PAM: 0,5xCIM
péptido; mer: 0,5xCIM meropenem; Control: control de crecimiento sin antimicrobiano. Los datos
graficados por encima del eje de las abscisas corresponden a UFC/mI<10* (limite de deteccion del
método).

La reduccion de dos o mas unidades logaritmicas de UFC/ml entre la

combinacion y el agente combinado mas activo, a las 24 hs, es considerada como
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efecto sinérgico. La reduccion de tres o0 mas unidades logaritmicas (muerte del

99,9%) respecto del inéculo inicial es considerada efecto bactericida.

Como se puede observar en la Figura 20, las combinaciones de meropenem
con P5, P8.1 y P6.2 mostraron actividad sinérgica; ya que redujeron el nimero de
UFC/ml en mas de dos unidades logaritmicas, respecto del agente mas activo, a
las 24hs. Es notoria la actividad de las combinaciones de meropenem con P5 y
P6.2, cuyos recuentos estuvieron por debajo del limite de deteccion del método
(10'UFC/ml) a partir de las 3 hs, manteniéndose en ese valor hasta el final de la
cinética. Esto implica una reduccion de mas de 7 unidades logaritmicas respecto
de agente mas activo, cuyos valores se encuentran entre 10%-10°UFC/ml en el
punto final. En cambio, la combinacion de meropenem con P8.1 presento
recuentos minimos de aproximadamente 10° UFC/ml, manteniéndose
aproximadamente entre 10° y 10* hasta el final de la cinética. Ademas, es
importante destacar que a las 24 hs, las combinaciones con P5 y P6.2 mostraron
actividad bactericida (reduccién = 3 Log (UFC/ml) respecto del inoculo inicial), a
diferencia de la combinacion con P8.1 que a las 24 hs present6 diferencia de solo

dos unidades logaritmicas respecto del indculo inicial.

En el caso de P1 no se observé sinergia ni actividad bactericida de la
combinacién con meropenem, presentando carga microbiana en el orden de 10" al
final del ensayo, siendo ésta la carga mas alta de todas las combinaciones

evaluadas.
Mecanismo de accidn propuesto para explicar la sinergia

Los antibidticos convencionales despliegan su actividad antimicrobiana al inhibir
la replicacion del ADN, la transcripcion del ADN o la sintesis de la pared celular,
en particular, afectando a las topoisomerasas y las proteinas de union a la
penicilina (PBP). Algunos de los mecanismos de resistencia que muestran las
bacterias multiresistentes consiste en impedir o dificultar el ingreso de estas

moléculas a la célula bacteriana, modificar el antibiético o su sitio blanco, o
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expulsar la droga mediante bombas de eflujo, o que conduce a la disminucion de

la concentracion intracelular del antimicrobiano.

Los carbapenemes, son antibidticos beta-lactamicos bactericidas
estrechamente relacionados con las penicilinas, que se unen a las proteinas de
unién a la penicilina (PBP). Al unir e inactivar estas proteinas, los carbapenemes
inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana, 10 que conduce a la muerte

celular.

Los carbapenemes tienen un espectro extremadamente amplio de actividad
antimicrobiana y son altamente resistentes a una variedad de B-lactamasas.
Muchas bacterias multirresistentes a menudo son sensibles a los carbapenemes.
Por eso, las cepas emergentes resistentes a carbapenemes son un nuevo peligro
al sistema de salud en su conjunto. Poder disponer de un farmaco con actividad

frente estas cepas seria un gran paso adelante en esta lucha.

Un mecanismo propuesto para la sinergia con PAMs estaria relacionado al
aumento del ingreso de antibidtico a partir de la permeabilizacion de membrana

(como se muestra en la Figura 21).

Si bien las concentraciones de meropenem utilizadas en estos ensayos no tiene
gran relevancia para la utilizacion en la clinica, ya que todavia son demasiado
elevadas (400ug/ml), es importante destacar que se pudo poner en evidencia que
mediante la combinacion de este carbapeneme con un PAM que permeabiliza la
membrana es posible bajar los niveles de resistencia de una cepa de importancia
clinica. Este fendbmeno es un buen punto de partida para continuar en la biusqueda
de moléculas que puedan ser utilizadas en combinaciéon con antibi6ticos de uso
habitual para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias

mutirresistentes.
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Figura 21 - Mecanismo de accion propuesto para explicar la sinergia de los PAMs con
meropenem. Adaptado de [113].
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO 2

En las cinéticas de muerte de todos los péptidos sobre las cepas de referencia

se pudo observar que:

Este tipo de moléculas presentan buena actividad antimicrobiana desde los
primeros minutos de incubacion.

En general, la tasa de muerte de los PAMs es mas rapida para P.
aeruginosa PAOL1 que para S. aureus ATCC25923, aunque en este Ultima
cepa todos las cinéticas mantuvieron una pendiente negativa a los largo del
tiempo, mientras que en PAOL1 algunos PAMs redujeron las cantidad de
UFC/ml a un nivel que se mantuvo constante hasta el final del ensayo.

Para P. aeruginosa, todos los PAMs, excepto P6.2, mostraron actividad
bactericida en la CIM. En cabio, en S. aureus solo los péptidos P2, P7, P8
y P8.1 mostraron actividad bactericida.

Los PAMs P5, P6.2 y P8.1 presentan sinergia in vitro en combinacion con
meropenem, frente al aislamiento clinico P. aeruginosa M13513. Ademas,
las combinaciones con P5 y P6.2 mostraron actividad bactericida al

combinarse con meropenem, al final de la cinética.
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CAPITULO 3

Actividad antibiofilm
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INTRODUCCION

Los biofilms son estructuras complejas desarrolladas por microorganismos
como una forma de vida alternativa al crecimiento plancténico, que les permite
crecer adheridos a diferentes superficies. Poseen una estructura compleja cuya
matriz esta formada por compuestos secretados por las propias células
microbianas (exopolisacaridos, ADN y ARN extracelular, proteinas y lipidos) [114].
Entre los patdgenos humanos, aquellos que tienen capacidad de formar biofilm
representan un grave problema de salud, ya que las bacterias que crecen dentro
de los biofilms se encuentran protegidas del sistema inmune del hospedador que
es incapaz de erradicar la infeccion. Por otra parte, se ha observado que algunos
antimicrobianos tienen poca capacidad de penetracion en el biofilm, y por lo tanto,
no resultan eficaces en la eliminacion del patégeno. Incluso, algunos biocidas
utilizados para desinfectar superficies, suelen ser inactivados en las capas mas
superficiales del biofilm, protegiendo a las células que se alojan en las capas
profundas. Ademas, las células que se encuentran dentro del biofilm, presentan un
fenotipo latente causado por la adaptacion a un ambiente pobre en oxigeno y
nutrientes, que resulta en niveles metabdlicos bajos y tasas de division celular
radicalmente reducidas. Esto resulta en la transformacion de las bacterias en
fenotipos resistentes a muchos antibiéticos aunque no posean los genes de
resistencia propiamente dichos, ya que en estas condiciones son capaces de
ocultar o prescindir de los componentes celulares que constituyen los blancos de

accion de los antibiéticos [115,116].

S. aureus ha resurgido como un patdgeno clinicamente relevante debido a su
prevalencia en infecciones relacionadas con cuerpos extrafios, el rapido desarrollo
y exhibicion de resistencia a multiples antibiéticos, y su predileccion a transformar
una infeccion aguda en una persistente, cronica y recurrente [117]. Los biofilms de
S. aureus, una vez establecidos, no son afectados por el tratamiento
antimicrobiano y la respuesta del huésped, y por lo tanto son el agente etiolégico

de muchas infecciones recurrentes [118].
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P. aeruginosa es un patdgeno oportunista que en general causa infecciones
leves. Sin embargo, tiene gran importancia en personas con sistema inmune
comprometido, pudiendo generar infecciones graves en diferentes partes del
cuerpo humano, como neumonia bacterémica, endocarditis, meningitis,
infecciones de quemaduras y sepsis, todas ellas asociadas con alta mortalidad
[119,120]. Por otra parte, la constante aparicion de cepas resistentes a los
antibidticos han aumentado la morbilidad y mortalidad en infecciones causadas
por P. aeruginosa, y, actualmente, es el agente causal mas comun de infecciones
hospitalarias [121]. El crecimiento de P. aeruginosa en biofilms, ademas de
dificultar la erradicacion de la infeccion, cambia los patrones de expresion
genética, incrementando la tasa de transferencia horizontal y contribuyendo a la

diseminacion de la resistencia.

Los péptidos antimicrobianos con actividad anti-biofilm representan un enfoque
muy prometedor para tratar infecciones asociadas a la formacion de biofilms. Se
ha observado que los PAMs son capaces de interferir en diferentes etapas del
desarrollo de los biofilms, poseen una prometedora actividad de amplio espectro
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y muestran efecto sinérgico

con los antibiéticos convencionales [122,123].

En este capitulo se analiz6 la actividad anti-biofilm de los PAMs disefiados
frente a S. aureus y P. aeruginosa, como inhibidores del proceso de formacién de

biofilm y como agentes capaces de destruir biofilms previamente formados.
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MATERIALES Y METODOS
Inhibicion de la formacién de biofilm

La capacidad de inhibicion de formacién de biofilm se evalué en placas de 96
pocillos de fondo plano. Se sembr6é un cultivo bacteriano de forma similar al
procedimiento desarrollado en el protocolo de microdilucién en caldo, pero en este
caso, para permitir el desarrollo del biofilm, se trabajéo en concentraciones sub-
Optimas de los antimicrobianos, es decir, por debajo de la CIM (0,5xCIM vy
0,25xCIM). Se evalud la actividad de los PAMs y de un antibi6tico al cual la cepa
evaluada es sensible. La CIM de cada antimicrobiano se utiliz6 como control de
actividad, medio de cultivo inoculado como control de crecimiento y medio de
cultivo sin inocular como control de esterilidad. Las placas fueron incubadas a
37°C por 24 hs. Terminada la incubacion se midié6 DOggp para obtener una medida
del crecimiento bacteriano. Luego, se removieron las células no adherentes
retirando el sobrenadante del cultivo de cada pocillo y lavando con solucion
fisiolégica dos veces. Se fijo con 100ul de metanol 100% por 15 minutos y se tiio
con 100ul de cristal violeta 1% (v/v) durante 5 minutos. Los pocillos fueron
enjuagados con agua destilada dos veces y se dejo secar a 37°C por 30 min. Una
vez seco, se colocaron 100 pl de acido acético glacial al 33%, se incub6 15 min y
se homogenizé. Luego se midié la absorbancia a 595nm en lector de microplacas

Rayto 6000, como medida indirecta de la formacién de biofilm.

Se consider6 como 100% de formacién de biofilm al valor obtenido por las
bacterias en medio de cultivo sin antibiético o péptido. El blanco del ensayo se
realiz6 con los pocillos utilizados para el control de esterilidad (solo medio de
cultivo). Como antibiotico control se utilizé tobramicina para P. aeruginosa PAO1;
vancomicina para S. aureus Yy tobramicina y gentamicina para P. aeruginosa
M13513. Los resultados se presentaron como porcentaje de biofilm formado
respecto del control (100%).
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Ruptura de biofilm pre formado y viabilidad bacteriana

Para evaluar la actividad de los antimicrobianos sobre un biofilm pre-formado,
en una placa de 96 pocillos se sembré la cepa evaluada en medio MHAC con
inbculo de 5x10° UFC/ml. Luego de 24hs de incubacion, en las cuales se
desarrolla el biofilm, se retir6 el sobrenadante y se coloc6 medio de cultivo fresco
con los antimicrobianos a evaluar. Se trabajo en concentraciones de 8xCIM,
4xCIM y 2xCIM y CIM. Se utiliz6 medio de cultivo inoculado como control de
crecimiento y medio de cultivo sin inocular como control de esterilidad. La placa
se incubd nuevamente a 37°C por 24 hs y luego se midid DOggp para obtener una

medida del crecimiento bacteriano.

Este ensayo se realiz6 por duplicado y luego una placa se utilizé para medir
ruptura de biofilm pre-formado por el método de cristal violeta y la otra placa fue

utilizada para evaluar viabilidad bacteriana dentro el biofilm.

En el primer caso se procedié con la misma técnica de tincion descripta en el

apartado anterior.

Para evaluar viabilidad celular se utiliz6 el reactivo bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). La reduccion metabdlica del MTT da
como producto un compuesto coloreado insoluble llamado formazan, que luego
puede ser disuelto por un solvente organico y medido por absorbancia a 570nm
(As70). La produccién de formazéan es proporcional a la cantidad de células vivas.
Luego de retirar el sobrenadante de la placa, se lavd tres veces con solucion
fisiolégica y se agregaron 100ul de MTT (0.05% p/v). Posteriormente la placa se
incub6 a 37°C, en oscuridad, por 3 hs. Finalmente, se homogenizé por agitacion
orbital durante 10 minutos y se midio As7o en el equipo Cytation 5 Imagine Reader
from BioTec Instrument. Se consideré como 100% de viabilidad al valor obtenido
por las bacterias en medio de cultivo sin antibiético o péptido. El blanco del ensayo
se realizé con el valor obtenido para el control de esterilidad (medio de cultivo sin
inocular). Los resultados se representan como porcentaje de viabilidad bacteriana

respecto del control (100%).
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Microscopia confocal de barrido laser

Para el analisis de microscopia confocal de barrido laser (CLSM, por su siglas
en inglés), los biofilms se cultivaron en placas para microscopia confocal p-
dish®*™™ "%ihiTreat (80136, Ibidi, Fitchburg,WI, USA), utilizando las mismas
condiciones de inhibicion y ruptura de biofilm, con un volumen final de 300 pl.
Luego de la incubacion con los péptidos, los biofilm fueron tefiidos con el kit de
viabilidad bacteriana BacLight para tincion de células vivas/muertas (L7007,
Molecular Probes, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Las imagenes
se obtuvieron con un microscopio confocal de barrido marca Zeiss, modelo LSM
710 (Oberkochen, Alemania), equipado con un objetivo de aceite Plan-Apochromat
63 x / 1.40. Los laseres utilizados fueron argon (Aexc = 458, 488 and 514 nm,
potencia maxima de 25 mW) y DPSS 561-10 (Aexe = 561 nm, potencia maxima de
15 mW). Para las representaciones tridimensionales, se tomaron imagenes del
mismo campo de la muestra a diferentes valores del eje z (z-stack), utilizando la
misma distancia del centro de la imagen (x 20 pm). Las imagenes fueron
adquiridas utilizando el software de edicién Zen Black. La proporcion de células
vivas y muertas se determind contando tres imagenes representativas de cada

biofilm, utilizando el analizador de imagenes Icy [124,125].

Microscopia de fuerza atomica

Para realizar la microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés)
se procedié segun el protocolo de G.S Dominguez et al. [126]. Brevemente, las
mismas muestras utilizadas para el analisis CLSM fueron lavadas cinco veces con
agua destilada y se dejaron secar al aire a temperatura ambiente. Las imagenes
fueron tomadas con un JPK NanoWizard IV (Berlin, Alemania) montado en un
microscopio invertido Zeiss Axiovert 200. Las mediciones se realizaron en modo
de contacto intermitente (aire) utilizando cantiléver o voladizo de silicona ACL
(AppNano, Huntingdon, Reino Unido) con radio de punta de 6 nm, frecuencia de
resonancia de aproximadamente 190 kHz y constante de resorte de 58N.m ~*. La
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velocidad de barrido fue establecido entre 0,3 y 0,6 Hz y el punto de ajuste fue
cercano a 0,3 V. Se midieron sefiales de error y altura, y las imagenes fueron
analizadas con el software Gwyddion.
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RESULTADOS

Los péptidos P1, P5, P6.2 y P8.1 fueron seleccionados para analizar su utilidad
como agentes anti-biofilm. Se eligieron estos PAMs porgue son las secuencias
gue poseen la mejor relacion entre actividad antimicrobiana y menor hemolisis. En
un primer analisis se realizaron ensayos para evaluar la capacidad de inhibir la
formaciéon biofilm. Estos experimentos fueron realizados para las tres cepas
bacterianas sobre las que previamente se habia evaluado la actividad
antimicrobiana: S. aureus ATCC25923, P. aeruginosa PAOl y P aeruginosa
M13513. Dado que éste ultimo aislamiento clinico produce abundante biofilm, fue
utilizada también en ensayos posteriores donde ademas se evalué la capacidad
de los PAMs de destruir un biofilm previamente establecido. En estos ultimos
experimentos también se analizo la viabilidad bacteriana dentro del biofilm luego

del tratamiento con el antimicrobiano (PAM o antibiético control).

Inhibicion de la formacién de biofilm

Para evaluar la capacidad de inhibir la formacién de biofilm, se crecié a las
bacterias en medio MHAC con el objetivo de obtener un biofilm de 24 hs de
desarrollo. El crecimiento se realizé en presencia de péptido o antibidtico control,
en concentraciones menores a la CIM: 0,5xCIM y 0,25xCIM. Finalizada la
incubacion, se midi6 tanto el crecimiento bacteriano como la formacion de biofilm.
Las concentraciones de antimicrobiano por debajo de la CIM permiten que las
bacterias se multipliquen en presencia de concentraciones no letales de péptido o
antibiotico. Los resultados obtenidos se presentaron en graficos de barras donde
las cantidades estan calculadas como porcentaje del control (bacterias sin

antimicrobiano, considerado como el 100% de formacién de biofilm)
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Inhibicion de la formacion de biofilm en S. aureus

Para S. aureus ATCC25923 los cuatro péptidos evaluados presentaron
reduccion significativa de la formacion de biofilm (Figura 22). EI mayor efecto
inhibitorio de la formacion de biofilm se observd con P5 a concentracion de
0,5xCIM y P8.1 a concentraciones de 0,5xCIM y 0,25xCIM, con una reduccion de
aproximadamente 40% del biofilm respecto del control positivo (100% de biofilm).
Luego, P6.2 presentd una reduccion del 35% pero s6lo en concentraciones de
0,5xCIM. Por otro lado P1 redujo 25% y 23% la formacion de biofilm en 0,5xCIM y
0,25xCIM, respectivamente. Con respecto a vancomicina, redujo un 30% la
formacién de biofilm en 0,5xCIM, en tanto que la concentracién 0,25xCIM no

presento reduccion estadisticamente significativa.

A) Biofilm S. aureus B) Crecimiento S. aureus
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Figura 22 - Inhibicion de la formacién de biofilm (A) y control de crecimiento (B) en S. aureus
ATCC25923. ANOVA de una via con prueba post test de Dunnett: comparacion de todos contra el
control (C+); ***p<0,001; *p<0,05.

Antes de realizar la tincion con cristal violeta para la evaluacion de biofilm, se
midio la DO a 600nm como medida del crecimiento bacteriano. El objetivo fue
analizar si estas concentraciones por debajo de la CIM también podrian afectar de
manera significativa el crecimiento, y por ende la formacion de biofilm. Como se
puede observar en la figura 22 solamente para P5 y P8.1 en concentraciones de
0,25xCIM no hubo reduccion significativa en el crecimiento bacteriano, aunque si

se observé inhibicion de biofilm en estos casos. Por lo tanto, para estos PAMs y
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en esta concentracion, evidentemente el efecto de inhibicion de formacion de
biofilm no se encuentra relacionado a la inhibicion de crecimiento. Lo mismo
puede observarse en el tratamiento con vancomicina 0,5xCIM. En los demas
casos, no podriamos afirmar si el efecto de la disminucion en el biofilm esta dada
por la inhibicidon a su formacion promovida por el PAM, o simplemente porque hay
menos bacterias debido a que se inhibié en parte su crecimiento. En el caso de
P6.2, se observo que las concentraciones evaluadas fueron las que més afectaron
el crecimiento bacteriano. La concentracion 0,5xCIM mostr6 méas del 50% de
reduccion de crecimiento, pero la reduccion de biofilm fue similar a las de P5
0.5xCIM, el cual solo redujo un 20% el crecimiento bacteriano respecto del control.
Ademas, para P6.2 en 0,25xCIM, se observd reduccion estadisticamente

significativa de crecimiento, pero sin afectar la produccién de biofilm.
Inhibicion de la formacién de biofilm en P. aeruginosa PAO1

En P. aeruginosa PAOL se repiti6 el mismo ensayo con los mismos péptidos
P1, P5, P6.2y P8.1.

A) Biofilm PAO1 B) Crecimiento PAO1
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Figura 23 - Inhibicién de la formacién de biofilm (A) y control de crecimiento (B) en P. aeruginosa
PAO1. ANOVA de una via con prueba post test de Dunnett: comparacion de todos contra el
control (C+); ***p<0,001; **p<0,01.
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Frente a esta cepa, la inhibicion de biofilm observada fue mucho menor en
comparacion con lo observado en S. aureus. Solamente P5 0,5xCIM y P8.1
0,25xCIM presentaron actividad anti-biofilm frente a P. aeruginosa, al igual que
tobramicina en las dos concentraciones evaluadas (Figura 23, A). Para estos
casos se observo una formacién de 30-40% menos de biofilm respecto del control.
En el caso de P5 se observdé ademas inhibicion del crecimiento bacteriano
estadisticamente significativo (Figura 23, B). Sin embargo, con P8.1 y tobramicina
no se vio afectado el crecimiento de P. aeruginosa en ninguna concentracion por
debajo de la CIM. En este sentido, es importante destacar que el biofilm producido
por esta cepa de P. aeruginosa si bien es mucho méas abundante que el producido
por la cepa de S. aureus, es también mucho mas labil y las mediciones resultaron
mas dispersas, lo que explica que en P8.1 a 0,5xCIM una diferencia del 20% no

sea estadisticamente significativa.

P1 y P6.2 en ambas concentraciones, al igual que P5 0,25xCIM, presentaron
reduccion significativa de crecimiento, mientras que no mostraron reduccién

significativa de la formacion de biofilm.

Esta ampliamente reportado que el crecimiento bacteriano dentro de la
estructura del biofilm le confiere al microorganismo resistencia a factores externos
como la actividad de antibiéticos e incluso le permite escapar a la deteccidén de
células del sistema inmune. Por lo tanto, cuando existen concentraciones de
antibiéticos que no son efectivas para erradicar al patdgeno, es probable que esto
se convierta en un factor de estrés capaz de estimular la producciéon de biofilm
como estrategia de supervivencia del microorganismo. En este sentido, es
importante contar con antimicrobianos que tengan actividad anti-biofilm, aun en

concentraciones sub-optimas.
Inhibicion de la formacién de biofilm en P. aeruginosa M13513

Posteriormente, se decidid evaluar la capacidad de inhibicion de formacién de
biofilm de los PAMs P1, P5, P6.2 y P8.1 sobre el aislamiento clinico P. aeruginosa

M13513 resistente a carbapenemes. Esta cepa es una gran productora de biofilm
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de caracteristicas extremadamente mucosas. En este caso, se evalué ademas la

actividad de dos antibidticos a los cuales la cepa es sensible: gentamicina y

tobramicina.
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Figura 24 - Inhibicion de la formacion de biofilm (A, C y E) y control de crecimiento (B, Dy F) en P.
aeruginosa M13513. ANOVA de una via con prueba post test de Dunnett: comparacion de todos
contra el control (C+); ***p<0,001; **p<0,01.

Como puede observarse en la Figura 24A, P1 fue el Unico PAM capaz de

reducir la formacion de biofilm en ambas concentraciones, con porcentajes de
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reduccion de 40% para 0,5xCIM y 30% para 0,25xCIM. Luego, P5 también
presentd inhibicion de la formacién de biofilm, aunque en menor medida (20%) y
solo en 0.5xCIM, aunque en este caso la inhibicion del crecimiento fue aun mayor
a la disminucién del biofilm (Figura 24B). P8.1 y P6.2 no inhibieron la formacion de
biofilm de forma significativa (Figura 24C), asi como tampoco lo hicieron los
antibiéticos gentamicina y tobramicina en ninguna de las concentraciones
evaluadas (Figura 24E). Por otra parte, P5, P6.2 y P8.1, asi como los dos
antibidticos, afectaron el crecimiento bacteriano en condiciones sub-inhibitorias de
antimicrobiano, tanto en 0,5xCIM como en 0,25xCIM. Sin embargo P1, que
presentd reduccién de biofilm en ambas concentraciones, no afect6 el crecimiento
en 0,5xCIM ni en 0,25xCIM (figura 26 B, D y F). Probablemente, en este caso, la
actividad anti-biofilm esté relacionada a procesos metabdlicos que no afectan el

crecimiento pero si la produccion o establecimiento del biofilm.

Es importante notar que en esta cepa, que tiene gran capacidad de produccion
de biofilm, la presencia del antimicrobiano a concentraciones sub optimas
promueve la formacion de biofilm, llegando a valores superiores al control positivo
en algunos casos (Figura 26 C y E). Este efecto se pudo observar claramente para
los péptidos P6.2 y P8.1 en 0,5xCIM, en gentamicina 0,25xCIM y tobramicina
0,5xCIM y 0,25xCIM. Esto pone de manifiesto la importancia de contar con nuevas
moléculas que sean capaces de impedir la formacién de biofilm en aislamientos
clinicos, ya que, en general, éstas bacterias poseen gran capacidad de generacion
de biofilm como estrategia para evadir tanto al sistema inmune como a la terapia
antibidtica. Si la infeccion fuera causada por una bacteria resistente, la exposicion
a dosis de antibidticos sub letales, podria incluso empeorar el cuadro clinico,
promoviendo la generacion y el establecimiento del biofilm y complicar una

infeccion que podria llegar a convertirse en una enfermedad crénica.
Ruptura de biofilm pre-formado por P. aeruginosa M13513

Seguidamente se decidié evaluar si los PAMs son capaces de desintegrar un
biofilm pre-formado y eliminar las bacterias dentro del mismo. Para ello se realiz6

un ensayo en el que se incubd a las bacterias sin antimicrobiano en medio MHAC,
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por 24 hs, para formar el biofilm. Luego, se retir6 el sobrenadante, se agrego
medio de cultivo con péptido o antibiético en concentraciones por encima de la
CIM y se volvié a incubar por 24 hs. Se realizaron dos placas idénticas y luego de
la incubacion una se utilizé para cuantificacion de biofilm con la técnica de cristal

violeta y la otra fue utilizada para evaluar viabilidad bacteriana por MTT.

En la Figura 25 se presentan los graficos de ruptura de biofilm y viabilidad. En
este caso no se midi6 el crecimiento bacteriano previo a la tincion, ya que al final
de la incubacion todos los pocillos presentaban crecimiento bacteriano en la

misma magnitud que el control positivo, en todas las concentraciones evaluadas.

Todos los péptidos analizados mostraron actividad anti-biofilm en las cuatro
concentraciones ensayadas, logrando hasta un 50% de ruptura respecto del
control positivo (Figura 25, Ay C). P1 y P5 fueron los mas activos, con 50% de
ruptura en 8xCIM y 4xCIM. En 2xCIM y CIM también se observo ruptura con
significancia estadistica, aunque en menor medida, siendo mayor el efecto anti-
biofilm en la concentracion de PAM mas elevada. Los PAMs P8.1 y P6.2
mostraron un comportamiento mas parejo entre las distintas concentraciones
evaluadas, con una ruptura de biofilm de aproximandamente 40% respecto del
control (Figura 25,C). Por otra parte, con los antibidticos tobramicina y gentamicina
no se observd ruptura de biofilm en ninguna de las concentraciones
evaluadas(Figura 25, E). Cabe destacar la diferencia de actividad de los péptidos
comparados con los antibiéticos, ya que los primeros mostraron ruptura de biofilm
incluso en la CIM, en tanto que en los Ultimos no se observé ruptura ni siquiera en
la concentracion mas alta (8xCIM). De hecho, en algunos casos, en presencia de

antibiotico se observé mas biofilm que en el control positivo.
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A)  Biofilm P. aeruginosa M13513 B)  viabilidad P. aeruginosa M13513

120+ 120+
= 100+ g 100+
o
~ 80+ T 80+
E S
= B0 **x  hkx = 60+
S =
m - - -
40 S 40
20+ 20+
i 04
8CIM 4CIM 2CIM CIM 8CIM 4CIM 2CIM CIM 8CIM 4CIM 2CIM CIM 8CIM 4CIM 2CIM CIM
P1 P5 C+ P1 P5 C+
) D)

Biofilm (%)

0
iIBCIM 4CIM 2CIM CIMI EIBCIM 4CIM 2CIM CIMI I8CIM 4CIM 2CIM CII\/II §I3CIM 4CIM 2CIM CIMI

P8.1 P6.2 C+ P8.1 P6.2 C+

Im

~—
T
~—

1204 L 120+
— T
1004 <o 100+ T
< R
o *k
~ 80' % Hkk
E e
= 601 =
2 3
m . —_
40 S
204
- 0
EISCIM 4CIM 2CIM CIMI EISCIM 4CIM 2CIM CIMI ?CIM 4CIM 2CIM CIMI ?CIM 4CIM 2CIM CIMI
tobra genta C+ tobra genta C+

Figura 25 — Ruptura de biofilm pre-formado (izquierda) y viabilidad bacteriana (derecha) en P.
aeruginosa M13513. ANOVA de una via con prueba post test de Dunnett: comparaciéon de todos
contra el control (C+); tobra: tobramicina; genta: gentamicina; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. n=7
por experimento, se muestran el promedio de los resultados de dos experimentos independientes.

En cuanto a la viabilidad (Figura 25, B, D y F), para los PAMs, se observd un
fuerte efecto bactericida dentro del biofilm, siendo P1 en 8xCIM el mas efectivo,

con 12% de viabilidad respecto del control positivo. En las otras concentraciones
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de P1, asi como en todas las concentraciones de los demas PAMs, se observo
viabilidad menor al 40%, excepto para P5 en su CIM, con viabilidad del 75%. Por
otra parte, los antibiéticos mostraron menor efecto bactericida dentro del biofilm.
La viabilidad méas baja fue del 40% y se obtuvo en la concentracion mas alta de
gentamicina (8xCIM). En la concentracion de CIM ni tobramicina ni gentamicina

mostraron reduccion de viabilidad estadisticamente significativa.

Como se puede observar en estos resultados, frente a un biofilm ya establecido,
los antibiéticos a los cuales la cepa es sensible resultan ineficientes aun a
concentraciones 8 veces por encima de la CIM. Si bien tienen cierto efecto sobre
la viabilidad bacteriana, no son capaces de disminuir el biofilm. Por el contrario, los
PAMs, no solamente redujeron sensiblemente la viabilidad bacteriana dentro del
biofilm, sino que ademas fueron capaces de romper la estructura y disminuir la

cantidad de biofilm pre-formado.

Actividad anti-biofilm analizada por microscopia confocal

Posteriormente, se decidio utilizar la técnica de microscopia de barrido laser
confocal (CLSM, por sus siglas en inglés) para confirmar la actividad anti-biofilm
de los péptidos. Por cuestiones de disponibilidad de reactivos y de tiempo,
solamente P5 fue seleccionado para estos ensayos, ya que mostré buena
actividad contra la formacion de biofilm y disminuyé fuertemente la viabilidad de
biofilm pre-formado. Se realizaron experimentos de inhibicion de formacion de
biofilm y de ruptura de biofilm pre-formado en las mismas condiciones que en los
ensayos previos, pero en este caso se realizaron sobre placas “p-dish®™
WihiTreat”, cuyo plastico posee calidad dptica para visualizar correctamente las
imagenes al microscopio Optico. Para la tincion se utilizdé el kit de viabilidad
bacteriana “BacLight”’, de colorantes fluorescentes que permite visualizar las
bacterias vivas en color verde (mediante la sonda SYTO 9) y las muertas en color

rojo (por incorporacion de loduro de propidio). De esta forma lo que se puede
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observar en las imagenes de microscopia confocal, utilizando este kit, es tanto la

distribucion celular dentro del biofilm, asi como la viabilidad bacteriana.

En funcion de los resultados obtenidos por cristal violeta, se decidié evaluar la
inhibicién de biofilm con P5 en 0,5xCIM, ya que esta fue la Unica concentracion
qgue habia mostrado inhibicibn en ese ensayo. Como puede observarse en la
Figura 26 A, en el biofilm control (sin antibiotico) se observdé una estructura
homogénea y densa, que indica la presencia de biofilm sin alteraciones. Por el
contrario, en el biofilm formado en presencia de una concentracion sub-inhibitoria
de P5, la imagen presentd estructura alterada, con algunas regiones libres de
células (Figura 26, B). Sin embargo, la proporciéon de células vivas/muertas se

mantuvo igual en ambas muestras (Figura 26, C).
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Figura 26 - Inhibicién de la formacion de biofilm de P. aeruginosa M13513 por microscopia
confocal. Las células bacterianas se incubaron durante 24 h con P5 en 0,5 x MIC. La
fluorescencia verde indica células vivas (SYTO9), la fluorescencia roja indica células muertas
(loduro de propidio). Las imagenes corresponden a la reconstruccion tridimensional realizada a
partir del apilamiento de las imagenes en el eje Z, visualizas con aumento total de 200X. A) Biofilm
control, sin antimicrobiano. B) Biofilm formado en presencia de P5 0,5xCIM. C) Relacién porcentual
de células vivas y muertas, calculado a partir del andlisis de imagenes obtenidas con aumento
630X; las barras representan el promedio + DE de tres imagenes representativas.

Luego, se evaluo el efecto de P5 sobre un biofilm pre-formado. Este ensayo fue
realizado en las mismas condiciones que los ensayos de ruptura previamente

descriptos. A un biofilm de 24hs de desarrollo se le agregé medio de cultivo fresco

99



con P5 a una concentracion de 8xCIM y se incubd por otras 24 hs , para luego
compararlo contra un biofilm control al que se le agregé solamente medio de
cultivo fresco. En las imagenes de CLSM se puede observar que el biofilm control
presentd estructura conservada de coloracién verde intensa, que indica la
presencia predominante de células vivas (Figura 27, A). Por otra parte, el biofilm
tratado con P5 8xCIM mostr6 una estructura menos densa y coloracién
predominantemente roja, lo que indica la presencia de mayoria de células muertas
(Figura 27, B). De hecho, la proporcion de células vivas dentro del biofilm bajé de
un 80% del recuento total de células en el control, a un casi 5% de células vivas
en el biofilm tratado con P5 (Figura 27, C). Estos datos demuestran que el péptido
es capaz de afectar la estructura de un biofilm previamente establecido y, ademas,

penetrar en éste y matar una gran por porcion de células bacterianas.
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Figura 27 — Ruptura de biofilm pre-formado de P. aeruginosa M13513 por microscopia
confocal. La fluorescencia verde indica células vivas (SYTQ9), la fluorescencia roja indica células
muertas (loduro de propidio). Las imagenes corresponden a la reconstruccion tridimensional
realizada a partir del apilamiento de las imagenes en el eje Z, visualizas con aumento total de
200X. A) Biofilm control, sin antimicrobiano. B) Biofilm pre-formado por 24hs y luego tratado con P5
8xCIM. C) Relacién porcentual de células vivas y muertas, calculado a partir del analisis de
imagenes obtenidas con aumento 630X; las barras representan el promedio + DE de tres imagenes
representativas.
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Microscopia de fuerza atomica

Finalmente, la ruptura de biofilm pre-formado también fue verificada por
microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés). Para ello, las
mismas muestras utilizadas para la CLSM fueron posteriormente lavadas y
visualizadas por AFM. Las imagenes obtenidas confirmaron lo observado con las
técnicas previamente descriptas. Como puede verse en la Figura 28, el biofilm
control mostrg estructura homogénea con alta densidad de células (Figura 28, A),
en tanto que en el biofilm tratado con P5 se observo alteracion de la estructura y
heterogeneidad en el mismo, asi como disminucién de la densidad bacteriana con

presencia de dafio de la integridad celular (Figura 28, B).

<
€820 W

Figura 28 — Erradicacién de biofilm pre-formado de P. aeruginosa M13513 por microscopia de
fuerza atdmica. Se muestran tres imagenes de altura de AFM representativas de cada muestra, A)
biofilm control, sin antimicrobiano; B) biofilm de 24 hs de evolucion luego tratado con P5 en 8xCIM
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO 3

En esta parte del trabajo pudimos observar que todos los PAMs presentaron
actividad anti-biofilm frente a S. aureus. Sin emabrgo, frente a P. aeruginosa. se
observaron efectos dispares entre ambas cepas. En PAO1, P5 y P8.1 mostraron
inhibicidn de la formacidn de biofilm, al igual que el antibidtico tobramicina. En
cambio, en el aislamiento clinico M13513, P1 y P5 fueron los péptidos que
mostraron inhibicion, mientras que ninguno de los antibidticos (tobramicina y
gentamicina) fue capaz de inhibir la formacion de biofilm.

En los ensayos previos de actividad antimicrobiana de los diferentes PAMs se
observé que la actividad antimicrobiana era dependiente de la cepa. Estos datos
demuestran que la actividad anti-biofilm también tendria el mismo
comportamiento.

Luego, en cuanto al efecto anti-biofilm sobre un biofilm previamente
establecido, se pudo observar que los PAMs fueron capaces de romper la
estructura del biofilm del aislamiento clinico. Los antibiéticos, por el contrario,
no lograron reducir el biofilm ni siquiera en la concentracién mas elevada, 8
veces por encima de la CIM. Ademas, si bien los antibidticos redujeron
levemente la viabilidad bacteriana dentro del biofilm, este efecto fue
ampliamente superior para los PAMs, con reducciéon de viabilidad alrededor de
80% en las concentraciones mas elevadas de P1, P5y P8.1.

Mediante CLSM se pudo observar y confirmar la actividad del P5 de penetrar
dentro del biofilm y ejercer alli una considerable actividad antimicrobiana.
Ademas, mediante AFM pudimos corroborar la destruccién parcial de la
estructura del biofilm pre formado que ejerce este péptido en la cepa P.

aeruginosa M13513.
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CAPITULO 4

Ensayos en larvas

de Galleria meflonella
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INTRODUCCION

En la investigacion biomédica, cuando se investigan compuestos que tienen
como objetivo su utilizaciébn en humanos o animales, es necesario realizar pruebas
de actividad in vivo, que permitan comprobar su eficacia y posibles efectos toxicos
o adversos. Para ello actualmente se utilizan diversos modelos que varian en
complejidad, costo y consideraciones éticas. Los roedores, en particular el raton
Mus musculus y la rata Rattus norvegicus, son los modelos mas ampliamente
utilizados en investigacién, para los cuales hoy existen normas estrictas que
aseguran que el trabajo con estos modelos se realice de forma segura
garantizando el bienestar animal. Todos los protocolos experimentales que utilicen
animales vertebrados deben ser aprobados por un comité de ética de la institucion
en la cual se llevara a cabo la investigacion. Ademas de los procesos burocraticos
que habilitan la utilizacibn de dichos modelos, es necesario contar con
instalaciones especificas y con personal altamente capacitado en el manejo
animal. Desde hace algunos afios ha crecido el interés en utilizar animales que
permiten hacer evaluaciones in vivo en modelos mas simples, sin implicancias
éticas, con mayor facilidad de manipulacion y menor costo de mantenimiento.
Entre ellos se destacan el viejo modelo de la conocida mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, el nematodo Caenorhabditis elegans, el pez cebra o
zebra fish y las larvas de Galleria mellonella (GM) [127-129]. Los primeros son
especialmente Utiles para el estudio de la biologia del desarrollo, genética y
sistema nervioso, en tanto que GM esta siendo ampliamente utilizada como
modelo de infeccidén. Estos modelos constituyen un primer abordaje al estudio in
vivo, permitiendo trabajar con un amplio numero de individuos por grupo, que

aumentan la significancia estadistica dando robustez a los resultados obtenidos.

Galleria mellonella es el nombre cientifico del insecto cominmente conocido
como polilla mayor de la cera. En investigacion biomédica se ha utilizado para la
evaluacion de virulencia de muchos patégenos humanos, entre ellos bacterias y
hongos; y como modelo de infeccion para la evaluacion de nuevas drogas [130—
132]. Su ciclo vital corto y la facilidad de manipulacion hacen de este insecto un
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agente excepcional para el trabajo en el laboratorio, sin necesidad de
equipamiento sofisticado. Ademas, se los puede incubar a 37°, un requisito
importante a la hora de evaluar modelos de infeccion de patégenos humanos.
Puntualmente, lo que se utiliza es el dltimo estadio larval del insecto, una oruga de
aproximadamente 2 cm de largo. Si bien los insectos no poseen sistema inmune
adaptativo, su respuesta inmune innata presenta una notable similitud con la
respuesta innata observada en vertebrados [131]. Por otra parte, estudios
cientificos han reportado amplia correlacidon en la virulencia de algunos patégenos
entre modelos de infeccion en ratones y GM [133]. Asimismo, se ha observado
que los mecanismos de virulencia de algunos patégenos en GM tienen alto grado
de semejanza con los observados en humanos [134]. La popularidad de este
modelo animal ha aumentado en los Ultimos afios y actualmente se pueden
encontrar mas de 2000 publicaciones cientificas que tiene como protagonista a las
larvas de GM, de las cuales, la mitad fue publicada en los ultimos 7 afios, segun
pubmed.

En este capitulo se presentan los estudios in vivo realizados en larvas de GM.
Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los PAMs frente infecciones por
causadas por S. aureus y P. aeruginosa, asi como la posible sinergia de los PAMs
con meropenem frente al aislamiento clinico P. aeruginosa M13513.
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MATERIALES Y METODOS
Criade larvas de GM

Los lepidopteros fueron criados en el laboratorio de forma estandarizada. Para
ello se establecié un pie de cria 'y se contd con todos los estadios del ciclo de vida
del insecto. Los adultos se colocaron en un contenedor plastico sin alimentacion, a
partir del cual se recolectaron los huevos. Luego, los huevos y las larvas fueron
colocados en contenedores con alimento fresco, preparado a base de salvado de
trigo autoclavado (50%), levadura en polvo (5%), cera de abejas (6%), miel (26%)
y glicerina (13%). En cada ciclo de crecimiento un pool de larvas fue reservado
para progresar a pupa y generacion de adultos. Las larvas y los huevos fueron
mantenidos a temperatura ambiente durante las estaciones célidas y en estufa con
control de humedad a 30°C durante las estaciones frias. Para cada ensayo, un
lote de orugas del ultimo estadio fue separado, almacenado en oscuridad a 10°-
12°C para ser utilizadas dentro del lapso de una semana a partir de la recoleccién.

Inocuidad en larvas de GM

Para evaluar posibles efectos adversos a la administracion de los PAMs, se
probaron dosis de 10, 50 y 250mg/kg de cada péptido. Se trabajé con un n=10 por
grupo. Para inyectar las larvas se utilizé una jeringa graduada tipo Hamilton con
capacidad maxima de 25ul e intervalos de 1pl. El péptido fue administrado en una
Unica dosis en volumen total de 10 pl, a través de la ultima propata izquierda. Las
larvas se incubaron a 37°C y se evalué sobrevida por cinco dias.

Modelo de infeccién en larvas de GM

Para los ensayos in vivo se utilizaron larvas de aproximadamente 2 cm de largo
y de 250 mg de peso promedio, siendo este el peso utilizado para calcular las

dosis de antimicrobiano.

El in6culo utilizado en los modelos de infeccién en larvas fue preparado a partir
de un cultivo ON, al cual se le realizaron dos lavados con solucién fisiologica y se

ajusto por medicion de DOgoo. Las larvas fueron infectadas inyectado 10ul de la
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suspension bacteriana en la dltima propata izquierda. Una hora después de la
infeccion, se administré6 el antimicrobiano en dosis Unica inyectando 10ul del
mismo en la dltima propata derecha (péptido, antibidtico control, o solucién
fisiolégica como control de infeccion). Ademas, en cada ensayo se incorpord un
grupo de larvas no manipuladas como control de la viabilidad del lote de insectos y
un grupo de larvas inyectadas con solucion fisiolégica en cada propata como
control de dafio. Se trabajé con un n=10 por grupo. Para inyectar las larvas se
utilizé una jeringa graduada tipo Hamilton con capacidad maxima de 25ul con
graduacion de 1pl. Las larvas se incubaron a 37°C por cinco dias y se registraron

los eventos de muerte diariamente.

Para los modelos de infeccibn con P. aeruginosa PAO1l se utilizd una
suspension bacteriana de 10°UFC/ml (10°UFCl/larva). Como antibiético control se
utilizé tobramicina (T) 10mg/kg. Cada PAM fue inyectado a una concentracion de
10 mg/kg.

Para los modelos de infeccion con de S. aureus ATCC25923 se utilizd una
suspension bacteriana de 10%UFC/ml (10°UFC/larva). Como antibiético control se
utilizé vancomicina (V) 10 mg/kg. Cada PAM fue inyectado a una concentracion de
10 mg/kg.

Sinergia in vivo en GM

Para evaluar sinergia in vivo se procedié de igual forma que en los modelos de
infeccion previamente descriptos. Como inéculo de Pae. M13513 se utiliz6 una
suspension bacteriana de 10°UFC/ml (10°UFCllarva). Como tratamiento
antimicrobiano se administr6: meropenem en concentracién adecuada para lograr
la sobrevida de las larvas, combinaciones de meropenem y péptido en condiciones
sub-6ptimas para evaluar sinergia, y meropenem sola en condiciones sub optimas
como control. Las larvas se incubaron a 37°C y se evalud sobrevida por cinco

dias.
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RESULTADOS

Se trabajé con grupos de 10 individuos cada uno. Las larvas fueron infectadas
y una hora después se les administro antibiotico, péptido o solucion fisioldgica. En
cada experimento se agregd un grupo como control del dafio mecéanico, al que
s6lo se le administré solucion fisiolégica (SF) por la misma via y en la misma

cantidad de inyecciones que a los grupos infectados y tratados con antimicrobiano.

Cabeza

Térax
Patas

Pro-patas

Abdomen

Figura 29 — Anatomia de larvas de Galleria mellonella (izquierda, adaptado de [135]).
Inyeccién en ultima propata izquierda (derecha)

Figura 30 — Larvas de Galleria mellonella vivas (izquierda) — muertas (derecha)

Tanto la infeccion como el tratamiento antimicrobiano se realizaron por

inyeccién directa al hemocele de las larvas (compartimiento interno por el que
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circula la hemolinfa), a través de las ultimas propatas de la oruga (Figura 29). Las

larvas fueron incubadas a 37 °C y la sobrevida se registré diariamente (Figura 30).

PAMs en Galleria mellonela

Antes de evaluar la actividad de los PAMs in vivo en larvas de GM se analiz6

si la inyeccion de los péptidos directamente en la hemolinfa presentaba efectos
toxicos para las orugas. Se probaron dosis de 10, 50 y 250 mg/k de cada PAM, en

dosis Unicas, y se evalu6 sobrevida de las larvas por 3 dias. Ademas se trabajo

con un grupo control al que sélo se le administré solucidn fisioldgica (SF).
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Figura 31 — Toxicidad de los péptidos. Efecto de la administracion de los péptidos P1, P5, P6.2

y P8.1 en diferentes dosis en larvas de GM. SF: solucion fisiol6gica. N=10 por grupo.

La inyeccion de los PAMs no afecto la viabilidad de las orugas de forma

significativa en las dosis evaluadas (Figura 31). Tampoco se observaron cambios
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de color en la pigmentacion de las larvas, los cuales son indicadores de la

reaccion inmune del insecto.

Evaluacion de los PAMs in vivo frente a P. aeruginosa PAO1

Para el modelo de infeccion con P. aeruginosa se estableci6 una dosis de
infeccién de 10°UFC/larva. Este microorganismo es un patégeno natural de GM
por lo que la administracion de un inéculo pequefio es capaz de generar infeccion
y muerte en pocas horas. El antibidtico control (tobramicina) o los PAMs fueron

administrados una hora después de la infeccion en dosis Unica de 10mg/k.
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Figura 32 — Evaluacién in vivo de los PAMs frente a P. aeruginosa PAOL - Las larvas fueron
infectadas con 10° UFC/larva. Una hora después de la infeccién se administré péptido o antibiético.
SF: solucién fisiol6gica; Sl: sin inyeccién; T: tobramicina. Los datos fueron graficados utilizando el
método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el “log rank
test”. La significancia estadistica general fue establecida en p<0,05; y se utiliz6 la correccién de
Bonferroni para realizar comparaciones individuales de cada grupo contra el control (PAO - S.F.), a
partir de la cual se defini6é * p<0,01 y ** p<0,001
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En la Figura 32 se presentan las curvas de sobrevida. Para simplificar la
visualizacion de los efectos del tratamiento con los PAMs, se muestran cuatro
graficos separados, uno para cada PAM evaluado. Sin embargo, todas las curvas
pertenecen al mismo experimento y los controles graficados son los mismos para

los cuatro gréficos.

El analisis estadistico se realiz6 comparando los tratamientos contra el control,
en este caso el grupo de larvas infectadas y que luego recibieron solucion
fisiolégica como placebo. El tratamiento con tobramicina aumentoé la sobrevida de
las larvas, observandose un 80% de sobrevida al final del ensayo. En cuanto a los
PAMs, sélo P8.1 mostré diferencia estadisticamente significativa respecto del
grupo control. La principal diferencia entre estos grupos es que a las 24hs, el
grupo tratado con P8.1 present6 80% de sobrevida, mientras que el control mostré
solamente 20%. Sin embargo, a las 48hs, para ambos grupos se observdé muerte

total de las larvas.

Evaluacién de los PAMs in vivo frente a S. aureus ATCC25923

Para el modelo de infeccidon con S. aureus se establecié una dosis de infeccion
de 10°UFC/larva. Estudios previos sobre agentes antiestafiloccicos han reportado
infecciones en GM por S. aureus en dosis similares, ya que esta especie
bacteriana es poco virulenta para el insecto[136,137]. El antibi6tico control
(vancomicina) o los PAMs fueron administrados una hora después de la infeccion

en dosis Unica de 10mg/k.

Como puede observarse en la Figura 33, el tratamiento con vancomicina
aumento la sobrevida de las larvas de forma significativa. Sin embargo, ninguno
de los PAMs mejor¢ la sobrevida de las larvas respecto del grupo control (S.a. —

S.F.), en las concentraciones evaluadas.

Tanto en el modelo de infeccion con P. aeruginosa PAOl como S. aureus

ATCC25923, los PAMs fueron evaluados en la dosis mas baja de las utilizadas en
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el ensayo de toxicidad. Por lo tanto, en los proximos trabajos se tiene previsto
llevar a adelante la evaluacién usando otras concentraciones de PAMs frente a

ambas cepas.
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Figura 33 — Evaluacion in vivo de los PAMs frente a S. aureus - Las larvas fueron infectadas
con 10° UFC/larva. Una hora después de la infeccibn se administré péptido o antibiético. SF:
solucion fisiologica; Sl: sin inyeccion; V: vancomicina. Los datos fueron graficados utilizando el
método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el “log rank
test”. La significancia estadistica general fue establecida en p<0,05; y luego se utilizé la correccion
de Bonferroni para realizar comparaciones individuales de cada grupo contra el control (S.a. +
S.F.), a partir de la cual se definié * p<0,01 y ** p<0,001. Datos agrupados de dos experimentos
independientes. N=10 por grupo, por experimento.

Evaluacion de los PAMs in vivo frente a P. aeruginosa M13513

Dado que la actividad de los PAMs es dependiente de la cepa (Anexo I), para
su evaluacion en el modelo de GM frente al aislamiento clinico se decidio utilizar
aguellos péptidos que previamente habian demostrado actividad sinérgica y efecto
bactericida en combinacién con meropenem (Capitulo 2). Estos PAMs fueron P5 y
P6.2. En primer lugar se evaluo la actividad de cada péptido de forma individual y

luego se analizé la actividad sinérgica con meropenem in vivo.

Ambos péptidos fueron evaluados en cinco concentraciones diferentes: 5, 10,

20, 40 y 80mg/k. Como antibidtico control se utiliz6 meropenem 12mg/k.
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Figura 34 — Evaluacion in vivo de P5 frente a P. aeruginosa M13513 - Las larvas fueron
infectadas con un inéculo de 10° UFC/larva. Una hora después de la infeccion se administré
péptido o antibiético. SF: solucion fisiolégica; M: meropenem. Los datos fueron graficados
utilizando el método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el
“log rank test’. La significancia estadistica general fue establecida en p<0,05; y luego se utilizé la
correccién de Bonferroni para realizar comparaciones individuales de cada grupo contra el control
(Pae + S.F.), a partir de la cual se defini6 * p<0,01 y ** p<0,001. Datos agrupados de dos
experimentos independientes. N=10 por grupo, por experimento.
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Figura 35 — Evaluacion in vivo de los P6.2 frente a P. aeruginosa M13513 - Las larvas fueron
infectadas con 10° UFC/larva. Una hora después de la infeccién se administré péptido o antibiético.
SF: solucién fisiolégica; M: meropenem. Los datos fueron graficados utilizando el método Kaplan-
Meier y las comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el “log rank test”. La
significancia estadistica general fue establecida en p<0,05; y luego se utilizdé la correccién de
Bonferroni para realizar comparaciones individuales de cada grupo contra el control (Pae + S.F.), a
partir de la cual se defini6 * p<0,01 y ** p<0,001. Datos agrupados de dos experimentos
independientes. N=10 por grupo, por experimento.
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Como puede observarse en la Figura 34, el tratamiento con distintas
concentraciones P5 no aumentd la sobrevida de las larvas infectadas con el
aislamiento clinico, en tanto que con meropenem 12mg/k se obtuvo 90% de

sobrevida a las 120hs.

En el caso de P6.2, tampoco se observd aumento de sobrevida en las
concentraciones evaluadas, en tanto que con meropenem 12,5 mg/k se obtuvo
100% de sobrevida a las 120hs (Figura 35).

Evaluacion de actividad sinérgica in vivo entre P5y Meropenem

A pesar que un agente antimicrobiano no posea actividad al ser administrado
solo, puede sin embargo poseer actividad sinérgica en combinacion con otro
antimicrobiano. En este trabajo, si bien no se observdé aumento de sobrevida de
las larvas tratadas con los PAMs, se decidié evaluar la posible actividad sinérgica
con meropenem, ya que en los ensayos in vitro previamente descriptos se habia

observado sinergia de P5 y P6.2 con meropenem, sobre P. aeruginosa M13513

Para evaluar esta posibilidad, se analizaron combinaciones de PAMs con
meropenem, a concentraciones por debajo de la CIM. Para esto se probaron tres
combinaciones: los PAMs se evaluaron en 5, 10 y 20 mg/k combinados con

meropenem siempre en 2,5mg/k.

Estas dosis fueron determinadas de manera empirica, confirmando que sean no
efectivas por si solas. Antes de realizar los ensayos se hicieron pruebas de
sobrevida con diferentes concentraciones de meropenem y se observdé que en
dosis por debajo de 12,5mg/k los resultados de viabilidad eran variables y recién
en 2,5mg/k se obtenia 10-20% de sobrevida al final del ensayo. Para evaluar
sinergia in vitro se utilizan combinaciones de antibidticos en concentraciones
diversas, siendo las sinérgicas aquellas que son efectivas en concentraciones por
debajo de la CIM. Por lo tanto, para el ensayo in vivo se decidié utilizar una dosis

de meropenem que no lograra el 100% de sobrevida, pero que presentara un poco
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de actividad remanente, de modo tal de poder visualizar el posible aumento de

sobrevida comparado frente a una combinacién de antimicrobianos.

_ - Pae - P520- M2,5
s 807 —+ Pae- P510- M25
© . .
S 60 4 Pae - P55-M2,5
> 1 -+ Pae - S.F.
% 40- “_l.—A Pae-M25
U) » '
20- w A4
0 ; ®
0 24 48 72 96 120
Tiempo (hs)

Figura 36 — Evaluacién in vivo de posible sinergia entre P5 y meropenem frente a P.
aeruginosa M13513 - Las larvas fueron infectadas con 10° UFC/larva. Una hora después de la
infeccion se administré péptido o antibiético. SF: solucién fisiol6gica; M: meropenem. Los datos
fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron
realizadas utilizando el ‘“log rank test’. La significancia estadistica general fue establecida en
p<0,05; y luego se utilizé la correccion de Bonferroni para realizar comparaciones individuales de
cada grupo contra el control (Pae + S.F.), a partir de la cual se defini6 * p<0,01 y ** p<0,001

Todas las combinaciones de P5-meropenem mostraron aumento de sobrevida
respecto del grupo infectado sin tratamiento antimicrobiano (Pae — S.F.). Sin
embargo, la sobrevida de los grupos de las combinaciones no presento diferencia
significativa respecto del grupo al que sélo se le administré meropenem 2,5mg/k.
Por lo tanto no se le podria atribuir el aumento de sobrevida a la combinacién ya

gue su efecto fue estadisticamente igual al de meropenem sélo (Figura 36).
Evaluaciéon de actividad sinérgica in vivo entre P6.2 y meropenem

Al igual que para P5, todas las combinaciones de P6.2-meropenem (Figura 37)
mostraron aumento de sobrevida respecto del grupo infectado sin tratamiento
antimicrobiano (Pae — S.F.). Pero en este caso, al comparar con el grupo al que

s6lo se le administr6 meropenem 2,5mg/k, se observo que la combinacién P6.2
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10mgk con meropenem 2,5mg/k presento diferencia estadisticamente significativa
(*p<0,01). Para corroborar estos datos se proyecta realizar nuevos experimentos

con un numero mayor de grupos y de larvas para confirmar los resultados
observados.
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Figura 37 — Evaluacion in vivo de posible sinergia entre P5 y meropenem frente a
P.aeruginosa M13513 - Las larvas fueron infectadas con 10° UFC/larva. Una hora después de la
infeccién se administré péptido o antibiético. SF: solucion fisiolégica; M: meropenem. Los datos
fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron
realizadas utilizando el “log rank test”. La significancia estadistica general fue establecida en
p<0,05; y luego se utilizé la correcciéon de Bonferroni para realizar comparaciones individuales de
cada grupo contra el control (PAO + S.F.), a partir de la cual se defini6é * p<0,01
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO 4

e Se pudo poner a punto el modelo de infeccion en larvas de Galleria
mellonella, tanto para las cepas de referencia (P. aeruginosa PAOl1 y S.
aureus ATCC25923), como para el aislamiento clinico (P. aeruginosa
M13513).

e La administraciéon de PAMs por via directa a la hemolinfa de las larvas no
afecto la viabilidad de las mismas.

e Solamente P8.1 mostro actividad in vivo en el modelo de infeccion con P.
aeruginosa PAO1. Ninguno de los otros PAMs aumenté la sobrevida de
las larvas en ninguno de los tres modelos, en las dosis evaluadas. Sin
embargo no se analizaron otras concentraciones de PAMs
potencialmente efectivas, por lo que se proyecta realizar esos estudios a
futuro.

e En cuanto a la actividad sinérgica, la combinaciéon de P6.2 10mg/k con
meropenem 2.5mg/k pareciera tener efecto sinérgico. Se requieren mas
experimentos con mayor niumero de larvas para comprobar de manera

fehaciente la efectividad de la terapia combinada.
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CAPITULO 5

Analisis de un mecanismo de
proteccion mediado por NDM-1

en Galleria mellonella.
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INTRODUCCION

Los carbapenemes son antibidticos pertenecientes al grupo de B-lactamicos,
que se utilizan como ultimo recurso para combatir bacterias resistentes a multiples
farmacos. Sin embargo, su eficacia esta siendo amenazada por la gran
diseminacion global de carbapenemasas, entre las enterobacterias vy
Acinetobacter. Dentro de las carbapenemasas, las metalo-B-lactamasas (MBL)
son de gran importancia, ya que aun no se han desarrollado agentes terapéuticos
inhibidores para estas enzimas [138].

Las MBL son, en general, enzimas periplasmicas solubles, que necesitan la
presencia de iones metélicos de Zn (ll) para unirse e hidrolizar antibiéticos B-
lactdmicos. Condiciones de carencia del cofactor metalico reducen la actividad y la
vida media de la enzima. Entre las MBL se destaca la Nueva Delhi Metalo-[3-
lactamasa (NDM-1) que, en particular, se encuentra unida a la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas y posee gran estabilidad. Es la MBL que ha
alcanzado la extension geografica mas rapida y mas grande, involucrando

actualmente a mas de 70 paises [139].

Los doctores Lisandro Gonzalez y Alejando Vila, investigadores de CONICET,
pertenecientes al Laboratorio de Metaloproteinas del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Rosario; han abordado el tema de la resistencia
antimicrobiana enfocandose en la caracterizacion de las metalo-B-lactamasas, en
particular en la carbapenemasa NDM-1. En un trabajo previo [140] demostraron
que el anclaje a la membrana es lo que le otorga a la enzima su estabilidad
inusual y, ademas, promueve su secrecion en vesiculas de membrana externa
(OMVs, por sus siglas en inglés). En ese trabajo, los autores postularon que las
OMVs que poseen NDM-1 podrian proteger a poblaciones bacterianas cercanas, y
que las OMVs de aislamientos clinicos que expresan NDM-1 pueden llevar no solo
a la enzima MBL, sino también al gen que la codifica.

Como ultima parte de este trabajo de tesis doctoral, se propuso evaluar in vivo

en el modelo de GM, un posible mecanismo de proteccion mediado por NDM-1
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anclada a vesiculas de membrana externa. En particular, el objetivo de este
capitulo fue i) evaluar si la presencia de OMVs con NDM-1 es capaz de brindar
proteccion frente a un tratamiento por meropenem a una cepa de E. coli sensible
causante de infeccion, y ii) evaluar si existe proteccion cruzada en una co-
infeccion entre cepas de E. coli productoras OMVs con NDM-1 y una cepa de P.

aeruginosa sensible a carbapenemes.
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MATERIALES Y METODOS

Inocuidad de vesiculas con y sin NDM-1

Para evaluar los efectos de la administracion de vesiculas de membrana
externa (OMVs) en larvas de GM, en principio, se realiz6 un ensayo de inyeccion
de OMVs portadoras NDM-1 (OMVs_NDM-1) y OMVs sin la enzima (OMVs_SE), y
se evalud la sobrevida de las larvas por 5 dias. Las OMVs fueron obtenidas de
cultivos de E. coli productoras de estas vesiculas. Se trabajo con grupos de 10
larvas cada uno, a los que se les administr6 10ul de OMVs con o0 sin enzima
(366ug/ml), o bien solucion fisiolégica, inyectadas a través de la Ultima propata
izquierda. Ademas se agregd un grupo control de lote de larvas, que no recibio
inyecciones. Las larvas se incubaron a 37°C, en oscuridad y se registré el estado

de las larvas diariamente.
Proteccién de E. coli sensible por OMVs_NDM-1

Las larvas fueron inoculadas con una mezcla de E. coli ATCC 25922 (sensible a
meropenem) y OMVs_NDM-1 u OMVs_SE (purificadas de cultivos de E. coli DH5a
productora de NDM-1 anclada a membrana. A través de la Ultima propata
izquierda se inyecté una mezcla de 5 pl de una suspensién bacteriana de 2x10°
UFC/ml y 5 ul de vesiculas (366ug/ml). Una hora después de la infeccion, se
administraron 10 pl de meropenem (10 mg/k), a través de la ultima propata
derecha. También se trabajé con un grupo infectado so6lo con E. coli ATCC 25922
gue no recibié OMVs, tratado con meropenem o solucion fisiologica. Las larvas se
incubaron a 37 °C durante 5 dias y se registraron diariamente los eventos de

muerte en cada grupo.
Concentraciéon minima de OMVs

Con el objetivo de definir la concentracion minima de OMV_NDM-1 necesaria
para ejercer proteccion in vivo sobre una cepa bacteriana sensible, se probaron

cuatro diluciones seriadas al medio a partir del stock de purificacion de las OMVs:
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366; 183; 91,5y 47,5 ug/ml. La infeccion y tratamiento se realizaron de la misma

forma detallada en el ensayo previamente descripto.
Estabilidad de OMVs en el tiempo

Para probar la estabilidad in vivo de las OMVs_NDM-1, se evalud la actividad
enzimatica de vesiculas inyectadas a distintos tiempos pre-infeccion con E. coli
ATCC 25922. Las OMVs_NDM-1 fueron administradas 22 y 6 horas antes, o en el
mismo momento de la infeccidn. Una hora pos-infeccion se administr6 meropenem
10 mg/k. También se trabaj6é con un grupo infectado sélo con E. coli ATCC 25922
que no recibi6 OMVs, tratado con meropenem o0 solucion fisiolégica. Se trabajé
con grupos de 10 larvas cada uno, los cuales fueron incubados a 37 °C, durante 5

dias, registrando diariamente los eventos de muerte.
Actividad de NDM-1 en OMVs vs proteina NDM-1 purificada

Se procedié de forma similar al ensayo previamente descripto, pero en este
caso comparando la actividad de las OMVs_NDM-1 vs. la enzima NDM-1
purificada de cultivo de E. coli productora de NDM-1 de forma soluble. Ambas

formas de la enzima fueron administradas 6 horas pre-infeccion.
Evaluacion in vivo de las variante de E. coli que expresan NDM-1

Se trabajé con 4 variantes de cepas mutantes de E. coli ATCC25922, realizadas
en el IBR por el Dr. Lisandro Gonzéalez. Las distintas variantes difieren en la forma

de expresion de la metalo-p-lactamasa, segun se indica a continuacion:

eE. coli ATCC 25922 NDM-1: enzima NDM-1 wild type (wt) que se expresa

anclada a la cara interna de la membrana externa; secreta NDM-1 en OMVSs.

eE. coli ATCC 25922 C26A: variante de la enzima NDM-1 no lipidada que se
encuentra de forma soluble en espacio periplasmico y también es secretada al

medio extraceular.
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oeE. coli ATCC 25922 AdegP NDM-1: expresion aumentada de OMVs por
inactivacion insercional con un casette Cm; expresa OMVs cien veces mas que

la cepa wit.

eE. coli ATCC 25922 pMBLe: contiene el plasmido pMBLe y no expresa
metalo-B-lactamasa. Este plasmido fue utilizado para obtener todas las

construcciones genéticas de las variantes de NDM-1.

El procedimiento para realizar los ensayos de sobrevida con las variantes de E.
coli fue similar al descripto previamente para los modelos de infeccion en GM. El
indculo utilizado en este caso fue de 10%UFC/ml. A todos los grupos se le
administr6 meropenem (10mg/k) o solucion fisiolégica para el grupo control de

infeccion.

Para preparar el inoculo bacteriano las cepas se crecieron en medio LB,
suplementado con IPTG 20uM y gentamicina 30ug/ml. Se realizé un cultivo ON y
luego un subcultivo al 2% hasta fase exponencial. Los cultivos fueron lavados dos
veces con solucion fisiolégica y ajustados por medicibn de DOgg. A las
suspensiones bacterianas que se utilizaron para inocular las larvas se les agregé
IPTG 20uM. Se trabajé con n=10 en cada grupo Yy las larvas fueron incubadas a

37°C por cinco dias, registrando eventos de muerte de forma diaria.
Transformacién de P. aeruginosa PAO1

Se prepararon células competentes de P. aeruginosa PAOL. Para ello se
realizé un cultivo ON en medio LB. Se separaron 6 ml del cultivo en alicuotas de
1,5ml y se centrifugaron a temperatura ambiente durante 1-2 min a 16.000 x g.
Luego cada uno de los precipitados fue lavado dos veces con 1 ml de solucion de
sacarosa 300 mM y se resuspendid todo en un volumen final de 100 pl,
conteniendo aproximadamente 10°-10'° bacterias viables. Se agregaron 2 pl de
una solucion de plasmido pBBR1 MCS2 con resistencia a kanamicina, 50ng/mi
(100 ng de ADN), y luego se electroporo. Para la electroporacion se utilizaron las
siguientes condiciones: 25 pF, 200Q y 2,5 KV. Luego del pulso de electroporacion
de agregé 1ml de medio LB a temperatura ambiente , se traspasé a un tubo de
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vidrio y se incub6 en agitacion a 37°C por 2 hs. La muestra se centrifugd a 5000
rpm por 10 min, se quitaron 900pl del sobrenadante y se resuspendio el
precipitado en el sobrante de medio. La seleccion de clones resistentes se realizo
por plagueo en medio LB agar con y sin kanamicina 1000ug/ml. Como controles
se sembraron células competentes sin electroporar y células competentes

electroporadas sin ADN.

Proteccién cruzada entre E. coli productora de NDM1y P. aeruginosa
POA1 KnR

Se realiz6 un ensayo de co-infeccion en larvas para evaluar la posible
proteccién cruzada entre una cepa resistente a meropenem por ser productora de
NDM-1 y otra cepa sensible al carbapeneme. Se trabajoé con las mismas variantes
de cepas productoras de MBL que en el ensayo descripto previamente, realizando
el mismo procedimiento de infeccion y tratamiento con antibidtico/solucion

fisiolégica. Las larvas fueron incubadas a 37°C por 24 hs.

En este caso, luego de la incubacién, se evalud la carga microbiana realizando
recuentos de UFC/ml de cada una de las cepas co-infectadas. Para ello se realizo
un homogenizado de cada larva como se detalla a continuacién. De cada grupo se
tomaron 5 larvas al azar, se sumergieron en etanol 70% y se agito con vortex por
30 segundos. Se dejaron secar sobre un refrigerante cubierto con papel
absorbente y cada oruga fue colocada en un microtubo de 1,5ml con 300 ul de
solucion fisiolégica. Se homogenizé con vastago y se agregaron 300 pl mas de
solucion fisiologica. A partir 30 pl de cada homogenizado se realizaron diluciones
seriadas al décimo en placas de 96 pocillos y luego cada dilucion fue sembrada en
LB agar con antibiotico para la seleccion diferencial de las cepas co-infectadas. Se
sembré por método de la gota (50ul), por triplicado. Se utiliz6 gentamicina
200pg/ml para los recuentos de E. coli y kanamicina 1000ug/ml para los recuentos
de P. aeruginosa. Las placas se incubaron a 37°C por 24 hs y luego se realiz6 el

recuento de UFC/larva.
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RESULTADOS
Inocuidad de vesiculas

En una primera instancia se utilizaron OMVs portadoras NDM-1 (OMVs_NDM-
1) y OMVs sin la enzima (OMVs_SE), purificadas de cultivos de E. coli productoras
de estas vesiculas. Se evaluo la inocuidad de éstas OMVs en larvas de GM y se
pudo observar que no son letales ain 120 hs después de la inyeccién, en la
concentracion utilizada. Sin embargo, se observo que luego de la inyeccidn de
OMVs, las larvas presentaron el tipico cambio de color debido a la pigmentacion
que produce el proceso de melanizaciébn de la respuesta inmune en estos
insectos. Cabe destacar que los cambios de coloracién observados fueron leves y
también esperables, debido a que las vesiculas estan constituidas por
componentes de la membrana externa de la bacteria que la secreta. Sin embargo,
como puede apreciarse en la siguiente tabla, la administracion de OMVs no afecto

la viabilidad de las larvas en los 5 dias de seguimiento del experimento.

GRUPO Viabilidad a la 120hs
Sin inyectar 100%
Sc. fisiologica 100%
OMVs_SE 100%
OMVs_NDM-1 100%

Tabla 7 - Efecto de las OMVs en la viabilidad de las larvas de GM
Proteccion de E. coli sensible por OMVs_NDM-1

Posteriormente se propuso evaluar si las OMVs_NDM-1 podian proteger frente
a un tratamiento con meropenem a una cepa de E. coli sensible en un modelo de
infeccidn in vivo. Para ello se infectaron larvas de GM con la cepa de E. coli ATCC
25922 (2x10° UFCllarva) conjuntamente con OMVs_NDM-1 (366ug/ml), y una
hora después se administr6 meropenem (10mg/kg) en la dosis habitual usada para
la eliminar la infeccion y obtener el 100% de sobrevida (Figura 38). Por otro lado,

otro grupo de larvas se infecté con la misma cepa pero acompafiada de OMVs_SE
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y se administr6 meropenem de la misma forma que el grupo anterior. Como
controles se utilizaron larvas infectadas con la cepa sensible, tratadas con
meropenem o solucion fisiolégica, y un control de manipulaciéon de larvas,
inyectadas con solucion fisiolégica. En este primer experimento se utilizo la
concentracion de OMVs_NDM-1 mas elevada con la que contdbamos, que es la
obtenida en el proceso de purificacion (366 pug/ml, 10 pl por larva). Asimismo, se
utilizé una concentracion equivalente de OMVs_SE, calculada en funcion de la
masa de proteinas totales. En la Figura 39 se observan las curvas de sobrevida

del ensayo.

INFECCION TRATAMIENTO

) ) meropenem
E. coli sensible

) OMVs_NDM-1
2x10°® UFC/larva

E. coli sensible OMVs SE
2x108 UFC/larva -

Figura 38 - Diagrama experimental - Proteccion de E. coli sensible por OMVs_NDM-1 - Larvas
de GM infectadas con E. coli ATCC 25922 + OMVs_SE u OMVs_NDM-1, y posteriormente
tratadas con meropnem 10mg/kg.

En el grupo de larvas infectadas con E. coli ATC25922 (2x10° UFC/larva) que
no recibieron tratamiento con antibidtico ni fueron inoculadas con OMVs, se
observd 10% de sobrevida, demostrando que la cepa utilizada es capaz de
infectar y matar a las larvas en las concentraciones ensayadas (Figura 39). Por
otra parte, el grupo infectado al que no se le administraron OMVs y si recibio
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tratamiento con meropenem, presentd un porcentaje de sobrevida del 80%,

corroborando la sensibilidad de la cepa al antibiético administrado.

El grupo al que se le inyecto E. coli ATCC25922 en conjunto con OMVs_NDM-1
mostré resistencia al tratamiento con meropenem. La presencia de OMVs_NDM-1
permitié la infeccidn por la cepa sensible a carbapenemes, inclusive en presencia
de meropenem, generando el 100% de muerte de las larvas a las 24hs (Figura
39). Por el contrario, el grupo infectado con E. coli ATCC 25922 junto con
OMVs_SE mostré un 80% de sobrevida, indicando que las bacterias no tuvieron
proteccion frente al tratamiento con meropenem. El porcentaje de sobrevida
observado fue similar al grupo infectado con E. coli y tratado con antibiético. Por lo
tanto, podemos concluir que la presencia de OMVs_NDM-1 es capaz de proteger
a una cepa de E. coli sensible a meropenem, y permite que ésta desarrolle la
infeccion en presencia de concentraciones de antibidtico suficientes para tener
una eliminacion efectiva de las bacterias. Esta proteccion esta relacionada con la
presencia de NDM-1 que estaria hidrolizando el meropenem utilizado como

tratamiento.

E. coli + OMVs + Meropenem

100 ®
Y — -e- SF
< 804 ~ -= E. coli ATCC+ SF
S 60- —— E. coli ATCC + M
>
2 0] ™ E.coli ATCC +
A OMVs_SE+ M
207 _o E.coli ATCC +
o OMVs_NDM-1 + M
0 24 48 72 96 120

Tiempo (hs)

Figura 39 - Curvas de sobrevida - Protecciéon de E. coli sensible por OMVs_NDM-1. Larvas de
GM infectadas con E. coli ATCC + OMVs_SE u OMVs_NDM-1, y posteriormente tratadas con
meropnem 10mg/kg. SF: solucion fisiologica. M: meropenem. Se presentan los resultados de dos
experimentos independientes. Los datos fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las
comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el “log rank test”. La significancia
estadistica general fue establecida en p<0,05; y luego se utilizé la correccion de Bonferroni para
realizar comparaciones de los grupos contra el control (E. coli + M), a partir de la cual se definid
***n<0,0001.
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Concentracion minima de OMVs

Luego de comprobar que las OMVs_NDM-1 podian proteger a la cepa de E. coli
sensible a meropenem, se decidié evaluar cual era la minima concentracion de
OMVs necesaria para otorgar dicha proteccién al tratamiento con 10 mg/k de
meropenem. Para ello, se repiti6 el ensayo anterior probando cuatro
concentraciones de OMVs_NDM-1, realizando 3 diluciones seriadas al medio a

partir del stock purificado.

E. coli + OMVs_NDM-1 + Meropenem

100 OMVs_NDM-1 45,7 pg/ml
~— OMVs_NDM-1 91,5 ug/m

g 81 —— OMVs_NDM-1 183 pg/ml
2 60 — —~ OMVs_NDM-1 366 ug/m
8
5 40
]

20- | S

O T L] L]

0 24 48 T2 9% 120
Tiempo (hs)

Figura 40 - Determinacién de la cantidad minima OMVs_NDM-1 necesaria para obtener 0% de
sobrevida, en una infeccion con E. coli sensible y tratamiento con meropenem.

En la Figura 40 se puede observar una relacién directamente proporcional
entre la concentracion de OMVs_NDM-1 administrada y la resistencia a 10 mg/k
de meropenem, medida como porcentaje de muerte de las larvas. A medida que
disminuye la concentracion de OMVs_NDM-1, disminuye la viabilidad de E. coli
sensible y se observa una mayor sobrevida de larvas. A partir de este ensayo, se
establecio 183ug/ml como la concentracion minima para otorgar resistencia a
meropenem, administrado en una dosis Unica de 10ul/larva, ya que esta es la
minima cantidad de OMVs_NDM-1 que produjo 100% de muerte de las larvas.

Posteriormente, todos los ensayos se realizaron con esta concentracion de
OMVs_NDM-1.
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Estabilidad de OMVs

Luego de comprobar la actividad de OMVs_NDM-1 en el modelo de infeccion
en larvas, se decidié evaluar si la NDM-1 anclada a OMVs podia mantener su
actividad luego de permanecer un largo periodo de tiempo en la hemolinfa de las
larvas. Con este objetivo, se realiz6 un ensayo similar al previamente descripto,
pero en este caso la inyeccion de OMVs se realizé a distintos tiempos antes de la

inoculacion con E. coli ATCC 25922; 22, 6 y 0 horas antes de la inoculacion.

OMVs_NDM-1 INFECCION TRATAMIENTO

\ meropenem
Ohs —_—
<G
4 -6hs > —

> o S
> —_—

Figura 41 - Diagrama experimental — Estabilidad de las OMVs. Las vesiculas de membrana
externa fueron administradas a las larvas a diferentes tiempos pre-infeccién (22, 6 y 0 hs pre-
inoculacién). Luego se infecté con E. coli ATCC 25922 sensible a carbapenemes y una hora
después se administré 10 mg/k de meropenem.

Como se observa en la Figura 42, las OMVs_NDM-1 inyectadas 22 hs antes de
la inoculacion con E. coli ATCC25922, mostraron pérdida de la actividad
carbapenemasa, es decir menor proteccién de las bacterias frente al antibidtico.
De hecho, la curva de sobrevida de este grupo es similar a la del grupo control “E.
coli + M”. Cuando las OMVs_NDM-1 fueron inyectadas 6 horas antes de la
inoculacién, también se observé pérdida de actividad enzimética, pero en este

caso la sobrevida de las larvas disminuyé considerablemente, llegando al 15% de
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sobrevida de larvas al final del ensayo (120hs). En cuanto a las OMVs_NDM-1
inyectadas Ohs antes de la inoculacién, tal como se esperaba, se obtuvo 0% de
sobrevida de las larvas a las 48 hs, demostrando la proteccién de las bacterias.
Estos resultados muestran que en la hemolinfa de las larvas se produce una
pérdida gradual de actividad betalactamasa, y que cuanto mas tiempo pasan las

OMVs en la hemolinfa, menos actividad enzimatica presenta la NDM-1.

100 e —— E.coli+M
— —— E.coli+SF
° 80- [
?B —— SF
S 604 .
S _ E. coli+ OMVs_NDM-1
o Ohs + M
3 404 )
&3 ) | _, E.coli+ OMVs_NDM-1
-6hs + M
20_ *k% *%k%
A—a E. coli + OMVs_NDM-1
0 @ -22hs + M
0 24 48 72 96 120
Tiempo (hs)

Figura 42 - Efecto de la pre-incubacion de las OMVs_NDM-1 en la hemolinfa de larvas a
distintos tiempos. S: solucion fisiolégica; M: meropenem. Se presentan los resultados de dos
experimentos independientes. Los datos fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las
comparaciones entre grupos fueron realizadas utilizando el “log rank test”. La significancia
estadistica general fue establecida en p<0,05; y luego se utilizd la correccién de Bonferroni para
realizar comparaciones de los grupos contra el control (E. coli + M), a partir de la cual se definio
***<(0,0001

Actividad enziméatica de OMVs_NDM-1 vs. NDM-1 soluble

Para poder responder si el anclaje de la MBL a membrana de la OMV le otorga
mas estabilidad a la enzima con respecto a la NDM-1 soluble, se realizd el mismo
ensayo de infeccion con la cepa de E. coli ATCC25922 sensible a meropenem, y
se compar6 la actividad de las OMVs_NDM-1 vs. NDM-1 soluble. En base a los
resultados obtenidos a distintos tiempos con OMVs_NDM-1, se decidié realizar
este ensayo inyectando la NDM-1 (soluble o anclada a OMVs) 6 horas antes de la
inoculacién con E. coli.
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INFECCION TRATAMIENTO

) ) meropenem
E. coli sensible
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NDM-1 soluble
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Figura 43 - Diagrama experimental — Actividad enzimética de
OMVs_NDM-1 vs. NDM-1 soluble
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Figura 44 - Comparacion in vivo de la proteccion ejercida por las OMVs_NDM-1 vs. NDM-1
soluble. Las vesiculas o proteina soluble fueron administradas 6 hs previo a la infeccion con E. coli
sensible a carbapenemes. Se presentan los resultados de dos experimentos independientes. Los
datos fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos
fueron realizadas utilizando el “log rank test”. La significancia estadistica general fue establecida

en p<0,05; y luego se utilizé la correccion de Bonferroni para realizar comparaciones individuales
entre grupos.
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Como se puede observar en el grafico de sobrevida de larvas (Figura 44), al
inyectar la NDM1 tanto anclada a vesiculas como en su forma soluble 6 hs antes
de la inoculacion con E. coli, disminuye la actividad enzimatica. La curva de la
proteina purificada muestra mayor sobrevida de larvas (menor actividad
carbapenemasa) que la curva de la NDM-1 anclada a vesicula. Esto podria indicar
gue las OMVs_NDM-1 confieren mayor estabilidad a la enzima NDM-1 respecto
de la NDM-1 soluble, incrementando la proteccion de la cepa de E. coli sensible a

meropenem, aunque la diferencia no posee significancia estadistica.
Descripcidon de construcciones genéticas de E. coli productoras de NDM-1

Para ahondar en el mecanismo involucrado en la proteccién de cepas sensibles
por OMVs, decidimos evaluar en el modelo de infeccién in vivo si la produccion de
OMVs_NDM-1 por una cepa bacteriana resistente es capaz de brindar proteccion
cruzada a una cepa sensible, en condiciones de co-infecciones. Para ello se
realizaron co-infecciones simultaneas de E. coli secretora de OMVs_NDM-1 y P.

aeruginosa sensible a carbapenemes.

Para ello se construyeron cepas de E. coli que secretan cantidades variables de
NDM-1 en OMVs (con resistencia variables a carbapenemes). A tal fin se
transformé E. coli ATCC25922 con un plasmido que expresa NDM-1 salvaje y es
secretada eficientemente en OMVs; a esta cepa la denominamos E. coli NDM-1
wt. Otra variante fue construida sobre la misma cepa pero en este caso con un
plasmido que expresa NDM-1 soluble dirigida al espacio peripldsmico y con
secrecion limitada al medio extracelular, a la que denominamos E. coli NDM-1
C26A. En una tercera variante se construyé una cepa hyperproductora de OMVs
gue expresa la NDM-1 salvaje; en este caso la enzima se secreta anclada a las
OMVs pero esta cepa produce mayor cantidad de OMVs que la wt (>100X). A esta
tercera variante la denominamos AdegP NDM-1 (Figura 45). Como control en los
ensayos se utilizé la cepa de E. coli ATCC 25922 transformada con el plasmido

pMBLe sin el gen de NDM-1, la cual fue denominada E. coli pMBLe.
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Figura 45 - Caracteristicas de las variantes genéticas de E. coli. MEC: medio extra extracelular;

ME: membrana externa; MI: membrana interna; PG: peptidoglicano.

Ensayos de sobrevida en GM con las variantes genéticas de E. coli

En primer lugar decidimos probar la efectividad de las variantes de E. coli con
resistencia a carbapenemes en el modelo de infeccidn. Se realizaron ensayos de
sobrevida con las nuevas cepas de E. coli y a cada grupo se le administrd

meropenem o solucion fisioldgica. Se evaluaron las variantes wt, C26A y pMBLe.

INFECCION TRATAMIENTO

NDM-1 wt
2x10% UFC/larva | PMBLe

E. coli productora

Figura 46 - Ensayos de sobrevida en GM con las variantes genéticas de E. coli
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Figura 47 — Sobrevida de larvas inoculadas con E. coli NDM-1 wt , E. coli NDM-1 C26A y E. coli
pMBLe in vivo. Se utilizaron dos grupos de larvas (n=10) para cada variante genética, a los cuales
se les administré solucion fisiolégica (SF) o meropenem (M). Se muestran resultados de dos
experimentos independientes. Se presentan los resultados de dos experimentos independientes.
Los datos fueron graficados utilizando el método Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos
fueron realizadas utilizando el “log rank test”. La significancia estadistica general fue establecida
en p<0,05; y luego se utilizé la correccidon de Bonferroni para realizar comparaciones de los grupos
contra el control (pMBLe + M), a partir de la cual se definié ***<0,0001

En este ensayo se puede observar que en el grupo infectado con la cepa
control pMBLe y tratado con solucion fisioldgica (SF) se produce la muerte de la
totalidad de las larvas en 48hs (sobrevida de 0%), en contraste con el mismo
grupo tratado con meropenem, cuyo porcentaje de sobrevida fue del 90% (Figura
47). De esta manera se demuestra que la cepa ATCC transformada con el
plasmido sin el gen de la NDM-1 es sensible al antibidtico, y, por lo tanto, en
presencia de meropenem las bacterias no son capaces de afectar la viabilidad de

las larvas.

En los grupos infectados con las cepas NDM-1 wt y NDM-1 C26A se observo
sobrevida del 5% a las 48 hs, llegando a la totalidad de muerte de las larvas al
final del ensayo. En estos mismos grupos, al administrarles meropenem,
mostraron un leve aumento de sobrevida al quinto dia del ensayo. Sin embargo, el
porcentaje de sobrevida observado fue apenas del 10% para NDM-1 C26A y de
30% para NDM-1 wt, lo cual contrasta con el 90% de sobrevida observado en el

grupo infectado con la cepa pMBLe. Este resultado indica que las cepas
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productoras de NDM-1 poseen resistencia a meropenem, y pueden causar

infeccion y la muerte de larvas aun en presencia del antibiético.

Co-infeccion de E. coli productora de OMVs_NDM-1 con P. aeruginosa
sensible a carbapenemes

Finalmente, con el objetivo de evaluar si las variantes genéticas productoras de
NDM-1 son capaces de proteger de manera cruzada a una cepa sensible en una
co-infeccion; se decidid realizar una infeccién conjunta de E. coli productora de
NDM-1 con P. aeruginosa PAO1 sensible a carbapenemes. En esta ocasion, en
lugar de evaluar sobrevida, se decidi6 medir la carga bacteriana dentro de las
larvas a las 24 hs post co-infeccion y tratamiento con meropenem. Para ello se
realizaron recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) por larva,
utilizando medios selectivos (LB agar + antibiético) que permitieran contar de
forma independiente, por un lado las UFC de E. coli y por otro lado las UFC de P.
aeruginosa a partir de la misma muestra. Para las cepas de E. coli se aprovecho la
resistencia a gentamicina del plasmido productor de NDM-1 con el que se
transformé la cepa. Para P. aeruginosa PAOL, se transformd esta cepa con un
plasmido de resistencia a kanamicina, generando una variante capaz de tolerar
1mg/ml de dicho antibidtico. A esta cepa la denominamos P. eruginosa PAO1KnN'.
De esta manera se pudieron seleccionar una u otra cepa segun el antibiotico

usado.

Cabe destacar que en este experimento se redujo la dosis de antibidtico de
10mg/k a 2mg/k, respecto de los ensayos de sobrevida. Este ajuste en la dosis de
meropenem se realiz6 para poder observar mejor las diferencias en los recuentos
bacterianos, ya que las UFC/larva de los in6culos también fueron menores que en
los ensayos de sobrevida. Asimismo, la reduccion en la carga bacteriana del
inoculo fue ajustada a fin de obtener inéculos bacterianos de cada cepa capaces

de infectar las larvas en co-infeccion, sin producir la muerte de los individuos a las
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24 hs; de forma tal que fuera posible contar con larvas vivas al momento de

realizar el homogenizado y recuento bacteriano

CO-INFECCION TRATAMIENTO  HOMOGENEIZADO ~ RECUENTO
UFC/ml
) p 21 2 o

E. coli resistente 200 pg/ml Gn

2x108 UFC/larva

ST

P. aeruginosa

P. aeruginosa sensibl
2x102 UFC/larva

1000 pg/ml Kn

Figura 48 — Diagrama experimental - Co-infeccién de E. coli productora de OMVs_NDM-1 con

P. aeruginosa sensible a carbapenemes

De esta manera se co-infectaron las distintas variantes de E.coli (NDM-1 wt,
NDM-1 C26A, AdegP NDM-1 y pMBLe) a una concentraciéon de =10°UFCl/larva, y
de P. aeruginosa PAO1Kn" a una concentracién de =10°UFC/larva.
Posteriormente, 1h mas tarde, se administrd una dosis Unica de meropenem de
2mg/k a cada larva. Luego de 24hs se realiz6 un homogenizado individual de cada
larva. Las muestras fueron diluidas y se realizaron los recuentos de UFC por el
método de la gota, en los medios selectivos. Como controles se utilizaron dos
grupos de larvas infectados con la cepa pMBLe, tratados con meropenem o

solucion fisiologica (SF).
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Grupos de co-infeccién:

1) E. coli NDM-1 wt + P. aeruginosa PAO1 Kn' / Meropenem 2mg/k
2) E. coli AdegP NDM-1 + P. aeruginosa PAO1 Kn' / Meropenem 2mg/k
3) E. coli NDM-1 C26A + P. aeruginosa PAO1 Kn' / Meropenem 2mg/k
4) E. coli pMBLe + P. aeruginosa PAO1 Kn' / Meropenem 2mg/k
5) E. coli pMBLe + P. aeruginosa PAO1 Kn" / Solucién fisiolégica
E coli PAO1 KnR
1012+ 1012+ - ok
ot o y T 104 * ¥
1014 104 —_—
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Figura 49 - Recuentos de UFC/larva (para cada larva individual) a las 24 hs de la co-infeccién de
cada una de las variantes de E. coli con PAO1 Kn'. Los numeros del eje “X” corresponden al grupo
de tratamiento de larvas a partir del cual se realizaron los recuentos. Analisis estadistico no
paramétrico de Kruskal Wallis; * p<0,05; *** p<0,001.

Como puede observarse en la Figura 49 el grupo de larvas co-infectado con la
cepa de E. coli pMBLe y sin tratamiento antibiético (Grupo 5) presentd un recuento
promedio de E. coli de 4x10° UFC/ml y de PAO1KnR® de 5x10® UFC/ml. Estos
resultados demuestran que en ausencia de meropenem, ambas cepas son
capaces de producir infeccién dentro de las larvas, en las dosis inoculadas,

durante una co-infeccion.

Por otra parte, cuando a los mismos grupos se les administro el tratamiento con
meropenem (grupo 4), se observdé en ambos casos una reduccion considerable
(=4 log para E. coli y =3 log para P. aeruginosa) del nimero de UFC, demostrando

gue el meropenem es activo en el modelo de co-infeccion, en la dosis utilizada.

137



Para las tres variantes genéticas que expresan la NDM-1 (grupos 1, 2 y 3) los
recuentos de E. coli (UFC/larva) fueron superiores a 10° en presencia de
meropenem, lo que demuestra que todas la cepas de E. coli presentaron
resistencia al antibiotico. El grupo de E. coli NDM-1 wt (grupo 1) y E. coli AdegP
NDM-1 (grupo 2) presentaron recuentos muy dispersos en comparacion con los
demdas grupos. Esto podria estar relacionado al esfuerzo que supone para la
bacteria la produccion de las vesiculas de membrana externa. Esto requiere un
gasto de energia extra para la sintesis y liberacion de OMVs, y podria afectar el
crecimiento bacteriano dentro de las larvas. En contraste, el grupo infectado con
E. coli NDM-1 C26A (grupo 3) presentd un recuento mucho mas homogéneo entre
larvas, al igual que en los grupos infectados con la variante no productora de
NDM-1 (variante E. coli pMBLe).

En cuanto a los recuentos de PAO1KnR, en los grupos co-infectados con las
variantes de E. coli que expresan NDM-1 (grupos 1, 2 y 3), se observl un aumento
significativo de las UFC/larva respecto del grupo co-infectado con la cepa no
productora de la enzima y tratado con meropenem (grupo 4). Esto indica que
todas las variantes de E. coli productoras de NDM-1 tienen efecto protector sobre
la cepa de P. aeruginosa sensible co-infectada, ya sea que expresen la NDM-1
anclada a OMVs (variante wt y AdegP) o de forma soluble (variante C26A). Sin
embargo, la co-infeccion con la variante C26A presentd recuento promedio de
8x10’ UFC/larva; mas bajo que lo observado para el grupo al que no se le
administré antibiético (7x10® UFC/larva). Esto demuestra que la presencia de
NDM-1 soluble le permite a PAOL crecer en presencia de meropenem, pero con
menor éxito que en ausencia de antibiotico. Por otro lado, los grupos co-infectados
con las variantes NDM-1 wt y NDM-1 AdegP, que expresan la NDM-1 anclada a
OMVs, presentaron recuentos de P. aeruginosa mayores, con valores de 1x10™
UFCllarva y 6x10° UFC/larva, respectivamente. Estos resultados indican que la
presencia de la NDM-1 secretada en OMVs de E.coli fue mas eficiente en la
proteccion cruzada de P. aeruginosa, y los recuentos bacterianos de estos grupos

fueron incluso mayores que los del grupo al que no se le administr6 meropenem.

138



Con el objetivo de mostrar de manera mas clara los resultados obtenidos se
elaboré un indice de proteccion que cada variante de E. coli ejerce durante la co-
infeccion con P. aeruginosa. Para ello se realizé un cociente de las UFC/larva de
PAO1Kn'" sobre las UFC/larva de E. coli de forma individual para cada larva del
grupo. Es decir, cuantas UFC de P. aeruginosa se protegen por cada UFC de E.

coli en cada larva infectada

106+ |’—|
105 f
1044
1034 _%
102_ & ®
10} K &+
10°+ **
10 N 2 f—
102 =
103+ *
104 T T T T T
1 2 3 4 5
I i —

Meropenem 2 mg/k SF

Figura 50 - indice de proteccién calculado como: UFC PAO1 Kn' / UFC E. coli, para cada larva.
Andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis; * p<0,05; ** p<0,01.

Como se observa en la Figura 50, el grupo que presenta mayor proteccion es el
NDM-1 AdegP, lo que indica que con menos cantidad de bacterias E. coli se
obtiene mayor nimero de UFC de P. aeruginosa PAO1Kn' durante la co-infeccion.
Luego, con un valor un poco menor (<2log), se encuentra la cepa NDM-1 wt. Por
altimo, con cuatro ordenes de magnitud por debajo de la cepa NDM-1 wt y 6
ordenes de magnitud por debajo de la variante AdegP NDM-1, se encuentra
NDM-1 C26A. Estos resultados demuestran que existe una concordancia entre el
namero de bacterias resistentes y la cantidad de NDM-1 secretada en OMVs. Esto

pone de manifiesto que la presencia de OMVs_NDM-1 es mucho mas efectiva en
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la proteccion de una cepa sensible a meropenem que la forma soluble de la

enzima, y que la hiperproduccion de OMVs aumenta esta proteccion.

Como conclusion general de estos experimentos, podemos decir que la NDM-1
secretada en vesiculas de membrana externa seria capaz de proteger a
poblaciones bacterianas sensibles cercanas durante una co-infeccion. Este hecho
es de gran relevancia ya que demuestra que no seria necesaria la transferencia
horizontal genética para que exista un efecto protector “en comunidad” frente a un
antibiotico. Como pudimos comprobar en estos estudios, las bacterias sensibles
gue participan de una infeccion mixta pueden estar protegidas frente al tratamiento
con carbapenemes, cuando participe de la co-infeccion una cepa productora de
NDM-1 anclada a OMVs.
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO 5

e La presencia de OMVs_NDM-1 es capaz de otorgar proteccion in vivo a
meropenem durante una infeccidn con E. coli sensible a carbapenemes.

e La proteccion mediada por OMVs_NDM-1 es proporcional a la
concentracion de OMVs.

e La permanencia de las OMVs_NDM-1 en la hemolinfa de las larvas produce
pérdida de actividad betalactamasa.

e La NDM-1 anclada a OMVs pareciera tener mayor eficiencia que la NDM-1
soluble en otorgar proteccién a cepas de E. coli sensibles a meropenem durante
una infeccion en GM.

e Cepas de E. coli productoras de OMVs_NDM-1 mostraron resistencia a
meropenem en infecciones de GM.

e Cepas de E. coli productoras de OMVs_NDM-1 son capaces de proteger a
P. aeruginosa sensible a carbapenemes, durante co-infecciones en larvas de GM.

e La proteccibn de P. aeruginosa durante la co-infeccion con E. coli
productora de NDM-1 es proporcional a la cantidad de OMVs producidas y la
proteccion es significativamente mayor cuando la betalactamasa esta anclada a
OMVs.

e Como conclusion general de este capitulo podemos decir que los resultados
obtenidos son de gran relevancia ya que demuestran un efecto protector de E. coli
productora de NDM-1 en OMVs sobre una cepa de P. aeruginosa sensible a

carbapenemes, durante una co-infeccion y tratamiento con meropenem
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CONCLUSIONES FINALES
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CONCLUSIONES FINALES

Hoy en dia se disponen de pocos tratamientos efectivos para la mayoria de las
infecciones. El abuso y mal uso de los antibioticos, realizado durante décadas, ha
conducido a la generacion de cepas resistentes a los antimicrobianos de uso
habitual, principalmente a través de la transferencia horizontal de genes entre

microorganismos patogenos.

La resistencia a antibioticos representa uno de los principales problemas de la
poblacién en lo referente a salud publica y a la practica clinica. Esto es debido al
incesante incremento en el uso de antibidticos durante los ultimos 50 afios,
ademas de que las bacterias resistentes a los antibiéticos se han propagado de
forma abrumadora. Esta progresiva disminucion en la eficacia de los antibioticos
de primera eleccion, enfatiza la necesidad de nuevas clases de drogas y sus
formas de aplicacién. Varios grupos de investigacién y algunas pocas empresas
farmacéuticas, estan investigando los péptidos antimicrobianos como posibles

drogas terapéuticas para el tratamiento de infecciones.

En este trabajo de tesis hemos llevado adelante el disefio y la evaluacion de
una serie de nuevos péptidos antimicrobianos, su andlisis estructural y fisico
quimico, y su evaluacién in vitro e in vivo frente a bacterias modelo y un
aislamiento clinico resistente a carbapenemes. En el proceso de analisis
estructural y fisico quimico pudimos generar datos relevantes para la construccion
de modelos tedricos de actividad bioldégica de este tipo de antimicrobianos;
conocimiento indispensable para futuros desarrollos y mejoras de estas moléculas

como drogas terapéuticas.

Ademas, los péptidos antimicrobianos con actividad anti-biofilm representan un
enfoque muy prometedor para tratar infecciones asociadas a la formacion de
biofilms. En este trabajo se analiz6 la actividad de los PAMs frente a S. aureus y
P. aeruginosa, como inhibidores del proceso de formacion de biofilm y como
agentes capaces de destruir biofilms previamente formados. Los ensayos

mostraron interesantes resultados en cuanto al efecto anti-biofilm sobre un biofilm
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previamente establecido, demostrando la capacidad de estos PAMs de romper la

estructura del biofilm inclusive de un aislamiento clinico de P. aeruginosa.

Como modelo in vivo de infeccibn hemos puesto a punto y utilizado un modelo
de larvas de G. mellonella. Este modelo se ha utilizado en investigacion biomédica
para la evaluacion de virulencia de muchos patdogenos humanos, entre ellos
bacterias y hongos; y como modelo de infeccién para la evaluacion de nuevas
drogas. En estos ensayos se pudo observar que el péptido P8.1 mostré actividad
in vivo en el modelo de infeccibn con P. aeruginosa PAOLl. En cuanto a la
actividad sinérgica, la combinacion de P6.2 con meropenem mostré tener un

interesante efecto sinérgico.

Como ultima parte del trabajo se llevaron adelante estudios de gran relevancia
clinica sobre la proteccion frente a carbapenemes que puede brindar la metalo-B-
lactamasa NDM-1 anclada a OMVs producidas por E. coli. En estos ensayos
pudimos comprobar, in vivo, en el modelo de GM, que NDM-1 anclada a vesiculas
de membrana externa ejerce un efecto protector frente a un tratamiento con
carbapeneme, sobre aislamientos sensibles a estas drogas. Este efecto se ve
inclusive en casos de co-infecciones con bacterias distintas, siendo una
productora de OMVs con NDM-1 y la otra sensible al carbapeneme. Este
novedoso mecanismo de proteccion comunitaria abre un nuevo panorama en el
tratamiento de las infecciones y co-infecciones bacterianas, que demandan

nuevas estrategias para el control de la resistencia a los antimicrobianos.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

Como perspectivas a futuro se propone:

e Evaluar algunos PAMs en formulaciones liposomales o en
nanoparticulas, tanto in vitro como in vivo

e Expresar de manera recombianante en E. coli algunos de los PAMs
estudiados, con el objetivo de bajar los costos de produccion de estas
moléculas.

e Profundizar en los estudios de sinergia con antibiéticos habituales en
modelos de infeccion animal. Se evaluaran diferentes concentraciones de
PAMs y combinaciones con otros antibiéticos en modelos de infeccién con

cepas resistentes.
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Actividad de los PAMs parentales sobre bacterias Gram-negativas

CIM (ug/ml)
Cepas | ID | Gen de resistencia Omigananl Pl | P2 | P5
Pseudomonas aeruginosa (n=12)
P. aeruginosa M13513 kpc 256 32 64 64
P. aeruginosa M11005 kpc 512 64 64 128
P. aeruginosa M7723 kpc 256 64 64 32
P. aeruginosa M7728 imp 512 128 64 64
P. aeruginosa M5109 vim 256 128 64 64
P. aeruginosa M5200 vim + ges 512 64 64 64
P. aeruginosa M7525 spm 512 64 64 64
P. aeruginosa M7712 spm 512 64 64 64
P. aeruginosa M5470 ND' 512 128 64 64
P. aeruginosa M7907 per 128 128 64 64
P. aeruginosa COS 12p ND. 512 64 64 64
P. aeruginosa | ATCC 27853 WT 256 64 64 64
Acinetobacter spp. (n=10)
A. baumanii M13523 oxa-51 64 64 32 4
A. baumanii FAV-1 per + oxa-51 + oxa-58 64 64 16 16
A. baumanii M5179 oxa-51 64 64 32 32
A. baumanii M7978 imp 64 64 16 8
A. junii M9013 oxa-51 +imp 64 32 32 8
A. baumanii M5277 per 32 64 32 8
A. baumanii M5949 oxa-23 + oxa-GVI 128 256 32 16
A. baumanii M7489 oxa-51 + tem 32 64 8 16
A. baumanii M9665 oxa-51 64 128 4 32
A. baumanii M5282 oxa-51 16 64 8 8
Klebsiella pneumoniae (n=12)
K. pneumoniae M5825 ges-3 + ctx-m-2 64 >1024 8 32
K. pneumoniae M7647 vim-lik e+ctx-m-2+tem-1+shv-1 1024 >1024| 32 32
K. pneumoniae M13540 kpc 256 >1024| 16 64
K. Pneumoniae M9885 kpc 256 >1024| 64 32
K. Pneumoniae M11245 Kpc + per-2 32 1024 16 8
K. pneumoniae M1803 ctx-m-2+per-2+tem-1+shv+oxa-9 1024 >1024 32 64
K. pneumoniae M9140 cit 64 1024 | 32 32
K. pneumoniae M9310 ctx-m-2+shv-1+tem-1 64 >1024 16 32
K. pneumoniae M9375 ctx-m-2+shv-1+tem-1 32 1024 64 16
K. pneumoniae M9170 oxa-Gll| 128 >1024| 32 64
K. pneumoniae M9491 mox 128 1024 64 64
K. pneumoniae FAV3 WT 128 1024 | 128 128
Escherichia coli (n=9)

E. coli Cos15 per+tem 64 128 64 64
E. coli M9884 WT 64 128 32 32
E. coli M9209 kpc 64 128 64 128
E. coli M7859 cit 64 128 32 16
E. coli NEU23 oxa-Glll+tem 32 128 32 32
E. coli ABC11 ctx-m-2 64 128 32 32
E. coli LCA1 ctx-m-2+tem-1 64 128 64 64
E. coli M5306 ctx-m-2+tem-1+per-2 64 128 4 64
E. coli ATCC 25922 WT 64 256 32 32
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Actividad de los PAMs parentales sobre bacterias Gram-positivas

CIM (ug/ml)
Cepas | ID | Gen de resistencia| Omiganan | P1 I P2 | P5
Staphylococcus aureus (n=11)
S. aureus ATCC29213 WT 32 32 64 32
S. aureus M6794 mecA 64 32 64 64
S. aureus 204 ermA 64 64 64 32
S. aureus 28 ermA 32 32 64 64
S. aureus 33 msrA 32 32 128 64
S. aureus 239 ermC 32 32 64 64
S. aureus M6276 ermA + InuA 32 16 128 64
S. aureus M2832 mecA 64 32 128 64
S. aureus M4046 mecA 32 32 128 32
S. aureus M6820 mecA 128 64 128 64
S. aureus M6784 mecA 32 32 32 32
Staphylococcus coagulasa negativos (CNS) (n=12)
S. epidermidis M2919 mecA 8 16 16 8
S. epidermidis M2921 mecA 8 8 8 8
S. saprophyticus M4070 mecA 8 16 32 8
S. saprophyticus M2981 mecA 8 16 8 8
S. epidermidis M2923 WT 8 16 16 16
S. epidermidis M2931 WT 16 16 16 8
S. haemolyticus M2976 mecA 4 16 8 8
S. haemolyticus M3014 WT 4 16 8 8
S. hominis M2973 mecA 4 4 4 4
S. hominis M2967 mecA 4 8 8 8
S. warnerii M6823 mecA 8 8 8 8
S. cohnii M6767 mecA 4 16 16 8
Enterococcus spp. (n=17)

E. faecium M2304 vanA 4 16 16 8
E. faecium M2664 vanA 8 16 8 8
E. faecium M2619 vanB 16 32 16 16
E. faecium M2481 vanB 16 32 16 16
E. faecium ZAP95 WT 16 32 16 16
E. faecium M6261 N.D 16 32 16 16
E. faecalis M4899 vanB 256 256 128 256
E. faecalis M6534 vanB 256 128 256 256
E. faecalis M4992 vanA 128 128 128 128
E. faecalis M6383 vanA 128 128 128 128
E. faecalis M4449 vanA 128 128 128 128
E. faecalis IATCC 51299 vanB 256 256 256 256
E. faecalis IATCC 29212 WT 128 64 128 128
E. faecalis M6983 vanA 128 64 128 128
E. gallinarum M2723 vanC1l + vanA 16 32 32 16
E. gallinarum M2685 vanC1 + vanA 16 16 16 16
E. raffinosus M6187 vanA 4 ND 8 8
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