URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARIND

Evaluacion del efecto del péptido sintético Pb53a derivado de toxinas de la arafia

Phoneutria boliviensis sobre la viabilidad celular de la linea HEK-293

Evaluation of the effect of the Pb53a a synthetic peptide obtained from toxins of the

spider Phoneutria boliviensis on the cell viability of the HEK-293 line

Graphical Abstract (GA)

“ HEK293

Fien | L

kil

Created In BioRender.com bio

El Péptido Pb53a disefiado in silico a partir de
toxinas de la arafia Phoneutria boliviensis; no
afecta significativamente la viabilidad celular de la
linea HEK-293, en ninguna de las

concentraciones empleadas (entre 1 pM y 500

HM)



URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Evaluacion del efecto del péptido sintético Pb53a derivado de toxinas de la arafia

Phoneutria boliviensis sobre la viabilidad celular de la linea HEK-293

Evaluation of the effect of the Pb53a a synthetic peptide obtained from toxins of the

spider Phoneutria boliviensis on the cell viability of the HEK-293 line

Yair Santiago Bermudez Urrego*

* Programa de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad Antonio Narifio.

Dirigido por: Edwin Alfredo Reyes Guzman PhD.
Maria Elisa Forero Vivas PhD.
Resumen

La isquemia cerebral es causada por la obstruccion de un vaso sanguineo en el cerebro y
se ve generada por una despolarizacion hipoxica resultado del influjo y elevacion de calcio
libre intracelular proveniente del espacio extracelular y del reticulo endoplasmaético. Este
influjo excesivo de calcio hacia las células en hipoxia induce la activacién de procesos
apoptoéticos que acaban con la actividad neuronal. El uso de toxinas peptidicas de origen
animal reviste gran importancia en la modulacién de la actividad del receptor NMDA, el cual
se encuentra asociado con el fendmeno excitotoxico producto del aumento de la
concentracion de calcio intracelular; un ejemplo son las toxinas peptidicas de Phoneutria
boliviensis que presentan gran homologia con toxinas peptidicas de Phoneutria nigriventer
gue interactian con la subunidad GIuN2B del receptor NMDA. En este documento
presentamos el estudio del efecto citotoxico que ejercen dichos péptidos sobre la linea
celular eucariética adherente HEK-293, por medio del ensayo de la reduccién metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), como un ensayo

preliminar para la evaluacion de este péptido en la regulacion de la actividad del receptor
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NMDA. Los resultados obtenidos permiten sugerir que el péptido ensayado (Pb53a) no tiene
un efecto significativo sobre la disminucion de la viabilidad celular de la linea HEK-293 en
un rango de concentraciones desde 1 pM hasta 500 pM y por tanto se puede usar en

ensayos de la evaluacion funcional del receptor NMDA.
Palabras clave: citotoxicidad, MTT, péptido, viabilidad celular, espectrofotometria, ELISA.
Abstract

Cerebral ischemia is caused by the obstruction of a blood vessel in the brain and is
generated by a hypoxic depolarization resulting from the influx and elevation of intracellular
free calcium from the extracellular space and the endoplasmic reticulum. This excessive
influx of calcium into hypoxic cells induces the activation of apoptotic processes that Kill
neuronal activity. The use of peptide toxins of animal origin is of great importance in
modulating the activity of the NMDA receptor, which is associated with the excitotoxic
phenomenon resulting from the increase in intracellular calcium concentration; an example
is the Phoneutria boliviensis peptide toxins that show high homology with Phoneutria
nigriventer peptide toxins that interact with the GIuN2B subunit of the NMDA receptor. In
this document we present the study of the cytotoxic effect that these peptides exert on the
adherent eukaryotic cell line HEK-293, by means of the assay of the metabolic reduction of
3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5- bromide diphenyltetrazolium (MTT), as a preliminary assay
for the evaluation of this peptide in the regulation of NMDAR receptor activity. The results
obtained allow us to suggest that the peptide tested (Pb53a) does not have a significant
effect on the decrease in cell viability of the HEK-293 line in a concentration range from 1
MM to 500 uM and therefore it can be used in assays of the functional evaluation of the

NMDA receptor.

Keywords: cytotoxicity, MTT, peptide, cell viability, spectrophotometry, ELISA.
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Introduccién

El aminoacido L-glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio durante la
comunicaciéon neuronal. Desde que se propuso al L-glutamato como agente neuro
excitatorio en 1957 y hasta la tltima década han habido avances significativos en el estudio
de los aminoacidos excitadores, desde la identificacion de los falsos neurotransmisores,
hasta establecer cuan importante son las subfamilias de receptores en el desarrollo, el

aprendizaje y las neuropatologias asociadas (Lucas DR et al., 1957).

Las neuronas son células especializadas muy sensibles a una variedad de cambios en el
medio circundante. Uno de estos agentes neurotoxicos es el L-glutamato. A partir de los
afos 50 se empez06 a establecer el estudio de la transmisidén glutamatérgica en el Sistema
Nervioso Central (SNC); desde alli surgieron las diferentes clasificaciones para los
receptores que median este tipo de procesos teniendo en cuenta los agonistas que activan
estos receptores con mayor afinidad y sensibilidad, siendo categorizados como receptores
NMDA y no NMDA (luego clasificados como receptores AMPA y de Kainato) (Watkins JC
et al., 2006). Los receptores de glutamato se pueden clasificar en dos familias (receptores
ionotrépicos y receptores metabotrépicos). En ese orden de ideas, dentro de los receptores
ionotropicos se encuentran otras tres subfamilias de receptores que actian como canales
de cationes. Esas subfamilias son los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA); los de
acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidénico (AMPA); y los de kainato
(receptores de kainato). Por su parte los receptores metabotropicos estan acoplados a
proteinas G, y modifican la respuesta de los canales de membrana y las concentraciones

de segundos mensajeros como el diacilglicerol o el AMP ciclico (C. F. Bigge., 1999).

Las Enfermedades Cardiovasculares (ECV) son un grupo de alteraciones fisiolégicas que

afectan al sistema circulatorio. Dentro de este grupo podemos encontrar patologias
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importantes como lo son la hipertension arterial (HTA), infarto agudo de miocardio (IAM),
insuficiencias cardiacas, accidentes cerebrovasculares (ACV), entre otras. Las ECV son la
principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcula que en 2012 murieron por esta
patologia 17.7 millones de personas, lo cual representa un 31% de todas las muertes
registradas en el mundo. De estas muertes, 7.4 millones se debieron a la cardiopatia
coronaria, y 6.7 millones, a los Accidentes Cerebrovasculares. Mas de tres cuartas partes
de las defunciones por ECV se producen en los paises de ingresos bajos y medios (World
Health Organization. 2015 ; Alfonso, C. G. et al., 2019). Dentro de las ECV se encuentran
los ACV, que puede ser isquémico o hemorragico, en el isquémico (obstruccion del flujo
sanguineo) la deplecion de las reservas energéticas como glucosa y oxigeno generan dafio
y lisis neuronal (Puentes Madera, |. C. 2014), el resultado de esto es la liberacion excesiva
de diferentes moléculas incluido el neurotransmisor glutamato, el cual causa una sobre
estimulaciéon de receptores ionotropicos especificos ubicados en membranas pre y
postsindpticas creando una reaccion en cadena de dafio neuronal; dicho esto el ACV
isquémico se establece como la patologia neurolégica que constituye mayor incapacidad y
acompafnamiento interinstitucional para el paciente, y segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) solamente en el afio 2014, 6,9 millones de personas fallecieron a causa de

los accidentes cerebrovasculares.

Los receptores neuronales son blanco de una gran variedad de sustancias quimicas
secretadas por diversas especies animales como mecanismos de defensa o caceria
(R.L.Kotpal 2012). Dentro de este amplio grupo cabe destacar a los aracnidos, los
escorpiones, peces y viboras de mar, las viboras terrestres, ranas, invertebrados marinos
y mamiferos (Whittington, C 2007 ; Auerbach, P. S. 2005). Estas sustancias quimicas se
suelen caracterizar como venenos, luego de que sean capaces de provocar algun tipo de
modificacion puntual o sistémica en sus presas o victimas (Denson, K. W. E. 1969). Casi
en todos los casos el objetivo de estos venenos o toxinas altamente toxicos es inmovilizar
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o paralizar a la presa o victima, esto con la finalidad de evitar que puedan causar alguna
lesion al atacante o que puedan huir definitivamente del ataque, y que no le sea posible al
atacante digerir a la presa (Jiménez, J. A. P 2009). Estas toxinas animales pueden
desencadenar diferentes alteraciones sobre la fisiologia de las victimas; como procesos
inflamatorios e infecciosos, alteraciones renales, cardiovasculares y del sistema nervioso
entre otras (Otero, R. et al., 1992; Ortiz Prado, E. et al., 2015). Es importante mencionar
gue histéricamente las toxinas animales han sido usadas en diferentes culturas con fines
terapéuticos, asi mismo, han tenido otros usos como en la caceria, algo tradicional en las

tribus indigenas Amazédnicas (Russell, F. E. 1988 ; |. Bacskay .,et al 2018).

La caracterizacion del potencial farmacolégico de las toxinas de origen animal y
especificamente de péptidos ha tenido avances tecnolégicos importantes. Desde el
enfoque del descubrimiento tradicional basado en la bioactividad, en el que las fracciones
de veneno crudo se analizan frente a blancos conocidos, seguido de purificaciones y
secuenciacién para dilucidar la secuencia de péptidos especificos. Hoy en dia una gran
variedad de venenos han permitido el desarrollo de nuevos farmacos con el fin de tratar
afecciones prioritarias, que pueden relacionarse con el Sistema Nervioso Central (SNC)
dentro de las cuales se puede mencionar el Parkinson, Huntington, Alzheimer,
Enfermedades Cardiovasculares (ECV), entre otras (Rabelo Padua, G. et al., 2012). Sobre
los potenciales farmacos derivados de venenos animales se han desarrollado pruebas
computacionales y de laboratorio que permiten predecir los efectos toxicos de estos

compuestos y establecer las concentraciones de dosis efectivas.

Para hacer una correcta evaluacién del potencial con importancia bioldgica que puede tener
una sustancia, se utilizan diversos ensayos de laboratorio que resultan imprescindibles para
un registro o solicitud de ensayos clinicos; unos de los mas usados son los ensayos de
citotoxicidad, cuyos resultados permiten establecer si existen o no efectos negativos en el

desarrollo y la viabilidad celular.
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Estos ensayos cominmente se orientan a determinar si existen problemas en la integridad
de la membrana celular, alteraciones metabdlicas, la sintesis, degradacion de metabolitos
celulares, flujo de iones y divisién celular (Repetto, M., 2002). Algunos de los ensayos mas
utilizados en estos estudios son el ensayo de exclusion celular por integridad de membrana
o azul de tripan, el ensayo de captacion del rojo neutro, y el ensayo fundamentado en la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a

su sal de formazan (Fentem, J. H., 1994).

Por otra parte (Estrada-Gomez S. et al., 2015); mostraron un estudio de purificacion y
caracterizacion parcial del veneno de la arafia colombiana Phoneutria boliviensis donde
mediante espectrometria de masas hallaron la presencia de dos péptidos: Ctenitoxina-Pb48
y Ctenitoxina-Pb53 que tienen homologia con la secuencia de toxinas de Phoneutria
nigriventer que interactian con el receptor NMDA, proponiendo preliminarmente que las
toxinas Ctenitoxina-Pb48 y Ctenitoxina-Pb53 podrian tener algun efecto sobre el receptor

NMDA (Rajendra W. et al., 2004 ; Rash LD. et al., 2002).

Mas recientemente, Carvajal y Reyes-Guzman., 2020 (tesis de pregrado) realizaron un
estudio in silico en el que proponen las posibles secuencias completas de las toxinas
peptidicas Ctenitoxina-Pb48 y Ctenitoxina-Pb53 de la arafia colombiana Phoneutria
boliviensis (Araneae: Ctenidae), y propusieron una libreria de péptidos con potencial
inhibidor de las interacciones que promueven la sefalizacion apoptética de la célula
brindando péptidos candidatos a agentes terapéuticas en isquemia. De los péptidos
propuestos por Carvajal y Reyes-Guzman., 2020, se selecciond el péptido Pb53a el cual
fue obtenido por sintesis quimica y se propuso como objetivo de este estudio evaluar el
efecto citotoxico de este péptido sobre la linea celular HEK-293. Ensayos de citotoxicidad
por el método de MTT sugieren que el péptido Pb53a no tiene un efecto significativo sobre

la viabilidad celular de la linea HEK-293.
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1. Materiales y Métodos
° Cultivo celular linea HEK-293

Para el cultivo celular se uso la linea celular eucaridtica adherente de riidbn de embrion
humano 6 HEK-293 (Human Embryonic Kidney cells) por sus siglas en inglés. Los cultivos
celulares se mantuvieron de forma rutinaria en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado (Thermo Fisher) soportado con antibiético 1% Pen/strep y 10% de
Suero fetal bovino (SFB). Las células se cultivaron en frascos de cultivo celular de cuello
inclinado rectangular (flask) (Thermo Fisher Scientific) de 25 y 75 cm?. Cultivos con una
confluencia del 80% se tripsinizaron y se realizé el correspondiente pase celular segun la
relacion de siembra haciendo conteo celular por el método de exclusién de azul de tripdn'y
ademas se generd un banco de células por criogenizacién con el volumen de células
restante al pase celular. Las células se mantuvieron en una incubadora de cultivo celular
con una temperatura de 37 °C en 5% de CO: y aire humidificado. Una vez se llegdé a
confluencias del 90% se realizaron congelaciones de la linea celular usando medio de
congelacion. Los lotes producto del conteo celular, se mantuvieron en una cadena de frio,
en primera instancia en ultracongelacion a -72 °C por 24 horas y finalmente se trasladaron

a tanque de nitrogeno liquido a -196 °C.
° Péptidos sintéticos

El péptido Pb53a fue sintetizado por la empresa Peptides Tech (Envigado, Antioquia,
Colombia) mediante sintesis quimica en fase sdlida. La pureza (> 95%) del péptido fue
determinada mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por su sigla en inglés)
y el peso molecular fue determinado por espectrometria de masas (1265.48 g/mol). El
péptido Pb53a se disolvio en 3 mL de agua ultra pura de acuerdo con el analisis de

solubilidad usando la herramienta Peptide Property Calculator (https://pepcalc.com/),

siendo completamente hidrosoluble por lo que no se tuvo ningan inconveniente relacionado

8


https://pepcalc.com/

URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

con la solubilidad, se alicuoto en 6 tubos crioviales con un volumen de 0.5 mL los cuales se

congelaron a -18 °C.
o Medicién de la viabilidad celular por ensayo MTT:

El MTT que se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazolio a su sal (cristales de formazan), es un ensayo colorimétrico para evaluar
la actividad metabolica celular en el que las enzimas oxidorreductasas celulares
dependientes de NADH pueden, bajo condiciones definidas, reflejar el numero de células

viables presentes (Riss et al., 2013).

A partir de un cultivo de la linea celular HEK-293 con una confluencia del 80% se sembraron
las células en una placa de 96 pozos a una densidad de 1.0x10* células/pozo. Las células
se mantuvieron en incubadora a 37 °C, 5% CO: en atmdsfera hUmeda durante 24 horas en
medio de cultivo suplementado. Posterior a la solubilizacion del péptido Pb53a descrita
anteriormente en el analisis de solubilidad, se hicieron diluciones seriadas del estimulo
(Pb53a) para tener concentraciones del péptido asi: (500; 250; 125; 62.5; 31.3; 15.6; 7.8;
3.9; 2.0; 1.0 uM) y haciendo un triplicado con las mismas concentraciones en la misma
placa. Como control negativo se dejaron células sin aplicacion de péptidos. El cultivo fue
incubado durante 24 horas en presencia del péptido Pb53a a 37 °C, 5% CO:2 en atmosfera
hameda. Transcurridas las 24 horas de interaccion se adicionaron 10 yL de MTT (5 mg/mL
en PBS) por cada pozo y se incubaron durante 4 horas a 37 °C y 5% CO:2 en atmoésfera
hameda. Seguidamente se retird el medio dejando los cristales de formazan formados en
cada pozo y se adicionaron 100 yL de DMSO, se incubd por por 30 minutos a 37 °C, 5%
CO2 en atmésfera humeda. Después se llevo la placa a un agitador orbital a 300 rpm por
20 minutos y 37 °C. Una vez se evidencio la solubilizacion de los cristales de formazan se
determind la viabilidad celular con un espectrofotometro UV-Vis (ThermoFisher Scientific)

a una longitud de onda de 570 nm y usando como filtro de referencia 405 nm. Los valores



células tratadas)/(media OD de las células control) x 100.

° Analisis estadistico de los resultados de viabilidad celular.

Los resultados se presentan como la media y el error estandar de la media (mean = SEM).
La significancia estadistica se determind mediante una prueba t-student pareada
suponiendo varianzas desiguales cuando se compararon las diferentes concentraciones del
peptido Pb53a, respecto al grupo control; y entre concentraciones del peptido Pb53a
empleadas. Las diferencias entre grupos control y experimentales (con las concentraciones
del peptido empledas) fueron consideradas estadisticamente significativas cuando P<0.05.
El andlisis estadistico se realizé usando el modulo de andlisis de datos de microsoft excel

version 2013.

2. Resultados y Discusion

- Obtencién y mantenimiento de la linea celular HEK-293.

El cultivo se mantuvo en condiciones estandar de medio suplementado Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM COMPLETE), enriquecido con antibidticos

penicilina/estreptomicina (Pen/Strep) al 1% y Suero fetal bovino (SFB) al 10%; a 37°Cy 5%

CO:2 en atmésfera humeda (Figura 1).

Figura 1: Cultivo y mantenimiento de la linea celular HEK-293. A) Confluencia celular de aproximadamente

80% vista en microscopio invertido con un objetivo de 10X. B) Morfologia celular vista a un aumento de 40X
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(4 dias de cultivo). C) Tubo falcon de 15 mL con un agregado celular (pellet) producto de la centrifugacion. D)
Lotes de la linea celular HEK-293 guardados en tubos crioviales a una densidad de 2.2x10° células/mL en
nitrégeno liquido.

El cultivo celular durante todo el proceso de expansion y mantenimiento mostré una

morfologia y fisiologia correspondiente al tipo celular (Figura 2).

ATCC Number: CRL-1573
Designation:

A B

Figura 2. Correlacién morfoldgica entre la linea celular cultivada y la American Type Culture Collection
(ATCC). A. Vista al microscopio invertido de la linea celular HEK-293 (aumento 40X) cultivada en el laboratorio
de cultivo celular y proteinas de la UAN. B. Imagen de microscopia electronica del archivo de la base de datos

ATCC de la linea celular HEK-293, vista en el objetivo de 40X (escala 100um).

Se realizaron al menos 6 pases antes de hacer el congelamiento de las células como se
describié en la metodologia. El proceso de descongelacion fue exitoso con cultivos
celulares viables libres de contaminacion. Una vez se estandarizé el mantenimiento celular

de la linea HEK-93 se iniciaron los ensayos de viabilidad celular usando el ensayo de MTT.

- Determinacion de la viabilidad celular: Ensayo de MTT.

Siendo el MTT un ensayo que mide la actividad enzimatica, la cual se evidencia en un
cambio colorimétrico, la actividad enzimatica es directamente proporcional a la intensidad
del color producto de la solubilizacion de los cristales de formazéan, es decir, mientras mas

intenso sea la coloracién (purpura), mayor viabilidad celular, la cual es proporcional a los
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valores de absorbancia a 570 nm. Como control se tuvieron pozos con células sin estimulo
(péptidos) en los que el resultado colorimétrico se tomé como el maximo de viabilidad

celular para el ensayo y normalizando al 100%.
- Péptido Pb53a.

Estrada-Gomez et al., en 2015, hicieron un estudio de caracterizacion del veneno de la
arafla colombiana Phoneutria boliviensis donde mediante espectrometria de masas
hallaron la presencia de la toxina peptidica Ctenitoxina-Pb53 que tienen homologia con la
secuencia de toxinas de Phoneutria nigriventer que interactian con el receptor NMDA,
proponiendo preliminarmente que la toxina Ctenitoxina-Pb53 podria tener algun efecto
sobre el receptor NMDA. Sin embargo, en la secuencia reportada como Ctenitoxina-Pb53
hacia falta determinar la identidad de los aminoacidos de las posiciones 6 y 10. En el trabajo
de grado de Carvajal y Reyes-Guzman., 2020, propusieron los dos aminoéacidos faltantes
mediante un analisis in silico, de esta forma la secuencia propuesta es ESNFKIGMAIR
denominada Pb53a, en la que se incluye los aminoéacidos isoleucina (lle) en las posiciones

6y 10.

Preliminarmente para los resultados de viabilidad celular (Tabla 1 y Figura 3) el péptido
Pb53a no presento efecto significativo sobre la viabilidad celular de la linea HEK-293. Para
la concentracién de 500 uM la media de la absorbancia fue de 0.72 £ 0.19 (n=3), a pesar
de que en ésta medicion se aprecia error en los triplicados (intervalo de confianza de 0.19),
el andlisis estadistico mediante la prueba t indica que no hay diferencia entre el efecto que

causa 500 pM de péptido Pb53a respecto al grupo control.

Tabla 1. Valores de absorbancia y datos del andlisis estadistico del ensayo de viabilidad celular usando el
péptido Pb53a. Se representan los valores de absorbancia a 570 nm. Se estimé la media y el error (SEM)

asociado a la media para cada concentracion (triplicado).

12



URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Concentraciones de péptido Pb53a en uM

control| 500| 250| 125| 62,5| 31,3| 156| 7,8 39 2,0 1,0
Media de la
Absorbancia 0,885 0,722 (0,690 0,637 | 0,737 | 0,686 | 0,628 | 0,578 | 0,682 | 0,798 | 0,639
Tamafio dela
muestra (n) 6 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Intervalo de
confianza 0,12| 0,19| 0,03| 0,20| 0,05| 0,02| 0,18| 0,02| 0,01| 0,20| 0,04
Desviacion
estandar 0,15| 0,16| 0,03| 0,17| 0,04| 0,02| 0,16| 0,02| 0,01| 0,09| 0,04

En el caso del grupo control la media de absorbancia fue de 0.88 + 0.12 (n=6); para la
concentracion de 7.8 uM, la media de la absorbancia fue de 0.58 + 0.02 (n=3), y para la
concentracion de 1 pM, fue de 0.64 £ 0.04 (n=3). El analisis estadistico mediante la prueba
t indica una diferencia significativa entre el grupo control y las concentraciones empleadas
del péptido Pb53a (1 pyM y 7.8 pM). Sin embargo, al comparar los dos grupos

experimentales (péptido Pb53a 1 uM y 7.8 uM) no se observaron diferencias significativas.

Ensayo de viabilidad celular péptido Pb53a

Absorbancia 570 nm

0 - : : —— : : —— : —

Control 500 250 125 62,5 313 156 78 3,9 2,0 1,0

Concentracién de péptido en pM

Figura 3. Ensayo del efecto del péptido Pb53a sobre la viabilidad celular de la linea HEK-293. Se representan
los valores de absorbancia a 570 nm de acuerdo con 10 concentraciones diferentes del péptido. Las médidas

gue tuvieron menor error asociado a la media fueron 250, 31.3, 7.8 y 3.9 pM.
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Con base en el andlisis estadistico realizado, se observd que en el caso de las
comparaciones del control vs experimentales se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en 5 de las 10 concentraciones empleadas (control vs 250 uM; control vs 31.3
uM; control vs 7.8 uM; control vs 3.9 uM; control vs 1.0 uM) (Tabla 2). En el caso de las
comparaciones entre los grupos experimentales, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en 3 de las 9 comparaciones para la concentracion de 7.8
UM (250 vs 7.8 uM; 62.5vs 7.8 uM y 3.9 vs 7.8 uM) (Tabla 2) y para la concentracion de
1.0 pM (62.5 vs 1.0 pM) (Tabla 2); es importante mencionar que en todas las

comparaciones, la diferencia fue considerada estadisticamente significativa cuando p<0.05.

Nuestros resultados indican que en dichas comparaciones el valor estadistico de t es mayor
gue el valor critico de t (t estadistico > t critico) y el valor de p fectivamente es menor que
0.05 (p < 0.05) por lo que la hipdétesis nula de que no existe una diferencia entre los

triplicados comparados para cada muestra se rechaza.

Tabla 2: Resumen de los casos donde hay diferencias estadisticamente significativas, donde se muestra que

9 de las 200 comparaciones que se realizaron son diferentes entre si.

TABLA RESUMEN ANALISIS ESTADISTICO (CASOS DONDE 51 HAY DIFERENCIA)
COMPARACION VALOR ESTADISTICO t VALOR CRITICO DE t
Control Vs 250 pl Pb53 3,10 2,44
Control Vs 31,3 pM Pb53 3,24 2,57
Control Vs 7,8 pM Pb53 5,00 2,57
Control Vs 3,9 uM Pb53 3,35 2,57
Control Vs 1,0 uM Pb53 3,85 2,44

250 Vs 7,8 uM Pb53 5,26 2,77
62,5 Vs 7,8 pM Pb33 5,62 3,18
62,5 Vs 1,0 pM Pb33 2,95 2,77
3,9Vs7,8 uM Pb33 7,75 3,18

Finalmente, luego de interpretar los resultados experimentales y el andlisis estadistico no
se puede establecer una clara correlacién entre las concentraciones y su efecto sobre la

viabilidad celular; la afirmacion anterior concuerda con los resultados de la prediccion de
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toxicidad para el péptido Pb53a usando el predictor ToxinPred y que reporta Carvajal y
Reyes-Guzman, 2020, el cual indica que no es téxico. Este resultado de prediccion de
toxicidad el programa lo hace por medio de un algoritmo de clasificacion de datos de analisis
predictivo llamado maquina de soporte vectorial (SVM), que tiene en cuenta
consideraciones de secuencia y posiciones especificas de aminoacidos presentes en
péptidos que han sido validados experimentalmente como toxicos. Especificamente
ToxinPred usa 1805 péptidos toxicos y 12541 péptidos no toxicos para entrenar su
algoritmo (Gupta et al., 2013). Asi mismo, ToxinPred indica que ciertos residuos como Cys,
His, Asn y Pro estan presentes en gran proporcion en péptidos téxicos en comparacion con
péptidos no toxicos. Por otro lado, Val, Thr, Arg, GIn, Met, Leu, Lys, lle, Phe y Ala estan
presentes en péptidos no téxicos. De manera similar a la composicion de aminoacidos, la
Cys aparece en casi todas las posiciones tanto en el extremo C como en el N-terminal de
los péptidos téxicos, y la Leu es recurrente en los extremos C y N terminal de péptidos no
toxicos. Si se tienen en cuenta esas consideraciones para el péptido Pb53a en relaciéon a
la composicion de aminoacidos en su secuencia (ESNFKIGMAIR) y a las posiciones de
dichos aminoacidos se observa que es congruente con la prediccion para péptidos no

toxicos con un valor de prediccion SVM de -1.12 (Figura 4).

Original Peptide

- -
%

*
L1
L1

]
L
L

No Mutation -1.12 Non-Toxin -0.15 0.10 0.15 1.00 1265.65

Figura 4. Prediccién de citotoxicidad para la secuencia peptidica ESNFKIGMAIR en el programa ToxinPred
usando el algoritmo SVM. Valores negativos en el puntaje SVM (SVM Score) indica que el péptido no es
téxico.

Tomando en conjunto los resultados experimentales, la prediccion in silico y lo que reportan
otros estudios sobre el efecto de péptidos toxicos de origen animal sobre la viabilidad celular
y citotoxicidad en lineas celulares (Setayesh-Mehr y Asoodeh., 2018; Kheirandish et al.,

2019) se puede sugerir que el péptido Pb53a en las concentraciones probadas no tiene un
15
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efecto significativo sobre la viabilidad celular de la linea HEK-293. En todos los casos el
porcentaje de viabilidad celular fue superior al 50% (Figura 5), por lo que el efecto del

péptido Pb53a no es considerado critico.

Ensayo de viabilidad celular Pb53a
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad celular para las células HEK-293. Los valores de absorbancia fueron
normalizados teniendo en cuenta al control como el 100% de viabilidad celular. En ninguna de las

concentraciones se observo porcentajes de viabilidad que estuvieran por debajo del 50%.

El uso de un péptido con un efecto téxico puede ser potencial en estudios sobre el
tratamiento de varios tipos de cancer, donde se busca un efecto citotoxico, antioxidante o
antitumoral dirigido a células especificas (Attarde y Pandit., 2017). Para el caso del péptido
Pb53a, se espera lo contrario, los resultados preliminares indican que al no ser un péptido
toxico, puede usarse en ensayos funcionales en los que esté presente el receptor NMDA
como blanco de este péptido sin que se afecte la viabilidad celular y sin que se genere un

impacto sobre las mediciones en torno a la actividad eléctrica de las células.
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3. Conclusiones

- Se evalué el efecto de diferentes concentraciones del péptido Pb53a sobre la

viabilidad celular de la linea HEK-293.

- Los resultados indican que el péptido Pb53a en un rango de concentraciones entre
1y 500 uM no tiene un efecto significativo sobre la viabilidad celular. Aungque se observaron
algunos cambios en el efecto citotoxico que ejercen las concentraciones empleadas del
péptido Pb53a, cuando se comparan con el grupo control éstas no generan un efecto

adverso sobre la viabilidad celular mayor al 50% para ser consideradas toxicas.

- Los resultados no muestran una correlacion negativa clara entre las concentraciones
del péptido Pb53a y los resultados de viabilidad celular. Es decir que al aumentar la

concentracion hubiera disminuido la viabilidad celular y viceversa.

- En general, el péptido Pb53a no presenta un impacto significativo sobre la viabilidad

celular de la linea HEK-293, en un periodo de 24 horas de incubacion.

- Se puede sugerir que los resultados experimentales corresponden con los resultados

observados en los estudios in silico en cuanto a que el péptido Pb53a no es citotoxico.

- Si bien no se puede reportar una concentracion optima del péptido Pb53a para
pruebas funcionales, si se recomienda usar el péptido en ensayos in vitro que permitan
evaluar su efecto sobre la funcion/actividad del receptor NMDA y, especificamente, durante

los ensayos de transfeccion usando la linea celular HEK-293.
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