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Resumen

La resistencia de los microorganismos a los antibioticos es un problema creciente de salud a
nivel mundial, la bdsqueda de nuevos antimicrobianos ha venido cobrando cada vez mayor
relevancia y los péptidos antimicrobianos (PAMs), de origen natural o sintético, han surgido
como una opcioén terapéutica promisoria. El péptido sintético [A**']-PfRif (321-340) derivado de
una proteina de Plasmodium falciparum, es activo contra bacterias E. coli ML35 (CMI 25 puM)
pero causa lisis de los globulos rojos desde 1,56 uM. Con el fin de identificar péptidos de
secuencia corta y actividad selectiva contra bacterias, en este trabajo se evalu6 la actividad
antibacteriana de péptidos sintéticos cortos derivados de [A*']-PfRif (321-340). Se observé que
los péptidos [A%Y]-PfRif (324-340), [A**']-PfRif (325-340) y [A%Y]-PfRif (327-340) de 17,16 y 14
residuos respectivamente, son activos contra bacterias E. coli y no son hemoliticos a
concentraciones <200 uM. Por esto, su indice terapéutico increment6 significativamente (mas
de >200, >160 y >40 veces, respectivamente), en comparacion con el del péptido original [A**']-
PfRif (321-340) (IT 0,083).

El analisis informético y por dicroismo circular sugiere que la capacidad de asumir una
conformacion a-helicoidal en ambientes que mimetizan las condiciones del entorno de
membranas cargadas negativamente y la presencia de dos lisinas en la cara no polar de la

hélice a anfipatica son cruciales para la actividad y selectividad de estas secuencias.

Aunque las tres secuencias muestran caracteristicas interesantes, [A*']-PfRif (324-340):
RKKKMKKALQYIKLLKE fue el producto de sintesis de mayor pureza, tiene el mayor IT, fue el
anico activo contra una cepa de P. aeruginosa y adicionalmente presenté efecto sinérgico con
Gentamicina; por esto sugerimos a [A**']-PfRif (324-340) como un candidato potencial para su

uso como antimicrobiano.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos (PAMSs), anfipaticidad, hidrofobicidad, actividad
antimicrobiana, actividad hemolitica, indice terapéutico (IT), proteina Rifina de Plasmodium

falciparum.



Abstract

Microorganisms resistance to antibiotics is a growing problem of health worldwide, then the
search for new antimicrobials has been gaining increasing relevance and antimicrobial peptides
(AMPs), of natural or synthetic origin, have emerged as a therapeutic promising option.
Synthetic peptide [A%**']-PfRif (321-340) which is derived from a Plasmodium falciparum protein,
is active against E. coli ML35 bacteria (25 yM MIC) but causes lysis of red blood cells from 1.56
MM. In order to identify peptides having short sequence and selective activity against bacteria, in
this work, the antibacterial activity of short synthetic peptides derived from [A%*']-PfRif (321-340)
was evaluated. It was observed that the peptides [A®Y]-PfRif (324-340), [A%*']-PfRif (325-340)
and [A**']-PfRif (327-340) with 17, 16 and 14 residues respectively, are active against bacteria
E. coli and are not hemolytic at concentrations <200 uM. For this, its therapeutic index increased
significantly (more than> 200,> 160 and> 40 times, respectively), compared to that of the original
peptide [A®**']-PfRif (321-340) (IT 0.083).

Bioinformatic analysis and circular dichroism suggest that ability to assume a-helical
conformation in environments mimic negatively charged membranes environmental conditions
and presence of two lysines in the non-polar face of the amphipathic a-helix are crucial for the

activity and selectivity of these sequences.

Although the three sequences show interesting characteristics, peptide [A%']-PfRif (324-340):
RKKKMKKALQYIKLLKE was the synthesis product having greater purity, highest IT, and the
only with activity against a P. aeruginosa stain; additionally presented synergistic effect with
Gentamicin. For this, we suggest that the peptide [A%**']-PfRif (324-340) is a potential candidate

for its use as an antimicrobial.

Keywords: Antimicrobial peptides (PAMs), amphipathicity, hydrophobicity, antimicrobial activity,

hemolytic activity, therapeutic index (IT), Plasmodium falciparum Rifin protein.
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Introduccidén

En la actualidad la resistencia bacteriana es un problema de gran importancia. En hospitales de
Colombia y el mundo cada vez es mas comun que los patégenos sean resistentes a la mayoria
de los medicamentos antimicrobianos disponibles (1, 2). En el mundo, anualmente se presentan
alrededor de 31,5 millones de casos de sepsis, 19,4 millones de sepsis severa y
aproximadamente 5,3 millones de muertes asociadas a infecciones causadas por patégenos
resistentes a los antibidticos (3). Si no se aplican estrategias efectivas para contrarrestar éste
fendbmeno, se estima que para el afio 2050 se presentaran alrededor de 10 millones de muertes
anuales (4). Por ello, surge la urgente necesidad de plantear estrategias regulatorias para el
uso de antibidticos y desarrollar nuevos agentes terapéuticos con diferentes mecanismos de

accion que actuen eficazmente contra los patdgenos responsables de estas infecciones (5).

Los péptidos aislados de plantas y animales que presentan actividad antimicrobiana han sido
considerados antibiéticos naturales y denominados péptidos antimicrobianos (PAMs) (6). Los
PAMs son de gran interés debido a su amplio espectro de actividad antimicrobiana, pueden
actuar por multiples mecanismos de accion y rapida eliminacion del patégeno, reduciendo la
posibilidad de desarrollo de resistencia (7-9). Sin embargo, para que un péptido sea
considerado como opcién terapéutica, debe tener potente actividad antimicrobiana y baja o nula
actividad hemolitica y citotdxica (alta selectividad) (10, 11), caracteristicas que muchos PAMs
naturales no cumplen. Debido a esto, la blisqueda de una nueva generacién de PAMs se ha
centrado en la seleccidon de nuevos candidatos a partir de grandes bibliotecas y en el disefio
computacional de péptidos (12, 13). Estos nuevos candidatos sintéticos se pueden producir
mediante sintesis quimica o expresion recombinante (14, 15), para luego ser probados en
ensayos de actividad antimicrobiana, citotéxica y hemolitica en el laboratorio (16, 17). En esta
fase, la optimizacién temprana de las secuencias (antes de entrar a estudios preclinicos) ha
cobrado gran relevancia ya que un problema importante en el desarrollo de medicamentos
basados en PAMs es que generalmente los candidatos se trasladan demasiado pronto a

pruebas preclinicas y clinicas sin estar totalmente optimizados (11).

En trabajos previos, se reporté que el péptido derivado de la proteina PfRif de Plasmodium
falciparum, el cual tiene una sustitucion de Lisina por Alanina en la posicion 331 ([A%**']-PfRif
(321-340):**RYRRKKKMKKALQYIKLLKE®*?), present6 actividad antibacteriana  contra

Escherichia coli ML35. Este péptido no present6 actividad citotoxica sobre las lineas celulares
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humanas HelLa y HepG2, pero si, actividad sobre GRh con CMH de 1 uM. EIl IT calculado
respecto a E. coli ML35 fue 0,045, lo que indica baja selectividad y limita su aplicacion
terapéutica (18). El mecanismo de accién antibacteriano del péptido [A%Y]-PfRif (321-340) ha
sido asociado con la interaccién con la membrana y el ADN, sugiriendo que es menos propenso
a inducir resistencia. Esta secuencia es de gran interés ya que es posible identificar secuencias

derivadas que presenten mayor actividad antibacteriana y mayor IT (19).

En este trabajo se realiz6 el disefio y la obtencién de péptidos cortos derivados de [A*!]-PfRif
(321-340) con el fin de identificar péptidos con mayor potencial terapéutico y que hagan el
proceso de sintesis un proceso mas rapido, eficiente y menos costoso. Se evalud la actividad
antibacteriana y citotoxica de estos péptidos derivados y se llevé a cabo la caracterizacion de
las secuencias mediante DC y herramientas bioinformaticas. Esta caracterizacién se hizo con el
fin de establecer posibles relaciones entre las propiedades fisicoquimicas y la actividad
bioldgica.
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1.Estado del arte

1.1 Caracteristicas fisicoquimicas relacionadas con Ila

actividad antimicrobiana y selectividad de los PAMs

Los PAMSs tienen alto potencial terapéutico debido a las ventajas que presentan en comparacion
con los antibidticos, como son: actividad antimicrobiana potente y de amplio espectro, ademas
de no ser afectados por los mecanismos clasicos de resistencia (20, 21). Estos péptidos son
considerados los antibi6ticos de nueva generacion y varios de ellos se encuentran en ensayos
clinicos: entre ellos el Omiganan (derivado sintético de la indolicidina) y el Pexiganan (derivado
de la magainina 2) (22). Sin embargo, para el uso terapéutico de los PAMs aln existen algunas
limitaciones como su toxicidad (baja selectividad), la susceptibilidad ante proteasas y su alto
costo de produccion (23-25).

El disefio de PAMs involucra la modificacion de diversas caracteristicas de la molécula que
estan relacionadas con su la actividad antimicrobiana, citotoxicidad, estabilidad y costo de
produccion (26). Aunque el analisis de estas propiedades por lo general resulta complejo,
diferentes estudios han permitido recolectar informacion acerca los efectos de estas
modificaciones en diversas secuencias peptidicas (27-30). A continuacién, se presenta un breve
resumen de las caracteristicas fisico-quimicas que se han asociado con la actividad

antimicrobiana y hemolitica de PAMs.

1.1.1 Secuencia

La mayoria de péptidos que tienen actividad antimicrobiana son ricos en Leucina (Leu), Glicina

(Gly) y Lisina (Lys) en su secuencia (http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic.php) (31).

Igualmente, se ha reportado que la presencia de Arginina (Arg) o Lys con Triptéfano (Trp) en
una secuencia peptidica favorece la insercion profunda del péptido en la membrana de los
patégenos. Particularmente el Trp tiene clara preferencia por la region interfacial de bicapas
lipidicas en bacterias, mientras que los residuos de Arg o Lys aportan cargas cationicas y
formacion de enlaces de hidrogeno necesarias para la interaccibn con los componentes

anionicos de las membranas bacterianas (32, 33).

La secuencia y la composicién de amino&cidos son cruciales para la actividad antimicrobiana de

un péptido, ya que determinan las propiedades estructurales y fisicoquimicas de la secuencia.


http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic.php
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Por ejemplo, en el caso de [A**']-PfRif (321-340) (RYRRKKKMKKALQYIKLLKE), cuando se
evalud la actividad antibacteriana de una secuencia con la misma composicién de aminoacidos
pero sintetizada al azar (péptido scrambled YKLQLKRKREKKIYMRKKLA), no se presento
actividad antibacteriana indicando que la actividad de [A**']-PfRif (321-340) depende tanto de la

composicion y como del orden de la secuencia de aminoacidos (19).

1.1.2 Carga

Aungue se han reportado PAMs neutros (34) y anionicos (7, 35), generalmente los péptidos
antimicrobianos catiénicos (CAMPS), con carga positiva entre +2 y +9 son mas activos ya que
son atraidos electrostaticamente por los componentes aniénicos de la membrana/pared de las
bacterias (36, 37). Adicionalmente, se ha reportado que la carga podria estar relacionada con la
actividad citotoxica del PAM, por ejemplo; el aumento de la carga positiva de la molécula puede
reducir su actividad hemolitica (38, 39). Sin embargo, el aumento de carga en la region hidréfila
del péptido, puede dar lugar al aumento tanto de la actividad antimicrobiana como de la
actividad hemolitica (40). El aumento de carga neta positiva en un péptido puede ser generado
por la sustitucién de residuos &cidos por residuos tipo amida, lo que incluso ha conferido
actividad antimicrobiana a péptidos originalmente inactivos (37). Adicionalmente, cuando se
disefian PAMs una estrategia empleada para aumentar la carga positiva sin modificar su
secuencia, es cambiando la carga negativa del extremo C-terminal por un grupo -CONH,
(neutro a pH fisiol6gico), lo que incrementa en +1 la carga neta del péptido (41, 42). Esta
modificacion se ha relacionado con la estabilizacion de la estructura secundaria en péptidos
helicoidales, lo que favorece la interacciébn con bicapas fosfolipidicas y puede dar lugar al

aumento en la actividad antimicrobiana y hemolitica del péptido modificado (42).

1.1.3 Estructura

Los PAMs pueden tener o asumir diversas estructuras secundarias que incluyen estructuras a-
hélice, hoja-B, extendidas o mixtas (43, 44). Los PAMs de estructura a-hélice suelen ser los méas
activos sobre membranas microbianas, pero también pueden presentar actividad sobre la
membrana de GRs (25, 45). Se ha reportado que la actividad hemolitica de péptidos

helicoidales se puede reducir mediante la generacion de cambios estructurales mediante
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modificacion de los extremos C y N-terminal, la formacién de enlaces disulfuro y la introduccion
de D-aminoécidos, Gly o Prolina (Pro) (41, 45-47).

1.1.4 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad hace referencia al porcentaje de aminoacidos con cadenas laterales de
naturaleza hidrofébica en una secuencia, esta caracteristica permite a los PAMs unirse a la
membrana y desestabilizar la bicapa lipidica. Aunque el valor 6ptimo de hidrofobicidad varia de
acuerdo a la secuencia particular del péptido, la hidrofobicidad de la mayoria de PAMs
naturales es de alrededor del 50% (48). Al aumentar la hidrofobicidad, el péptido tendra no sélo
una mayor estructura a-helicoidal sino también potencialmente mayor actividad antimicrobiana
(49, 50). Sin embargo, incrementarla demasiado podria generar la formacién de agregados del
péptido que reducen su capacidad de accion antimicrobiana (40). Ademas, el incremento de
hidrofobicidad en péptidos cati6nicos y anfipaticos, puede aumentar su afinidad por fosfolipidos
zwitteridnicos (neutros), que estan presentes en la membrana de células de mamiferos,

aumentando su actividad hemolitica (25).

1.1.5 Anfipaticidad

La anfipaticidad es la propiedad por la cual el péptido presenta una distribucién espacial de los
aminoacidos que le confiere una cara hidrofilica y una hidrofébica a la secuencia, visible
mediante proyeccion helicoidal (51). Esta propiedad ha mostrado ser muy importante para la
actividad antbacteriana y selectividad de los PAMs con estructura a-helicoidal y estructura de
hoja B (52). La anfipaticidad es medida como el momento hidrofébico del péptido (uH), cuyo
valor varia entre 0 y 3,26, el cual es calculado con una escala estandar de hidrofobicidad para
cada aminoacido (10, 53, 54). En péptidos helicoidales el aumento de la anfipaticidad (mayor
definicion de las caras hidrofilica e hidrofébica) ha sido asociado con la actividad sobre
membranas y su disminucion puede dar lugar a péptidos con actividad hemolitica reducida (38,
55). Sin embargo, existen discrepancias en cuanto al efecto de la anfipaticidad perfecta (caras
muy definidas) o imperfecta (caras discontinuas) sobre la funcién y selectividad de PAMSs,
debido a que péptidos disefiados con anfipaticidad imperfecta pueden ser mas activos y

selectivos que péptidos con anfipaticidad perfecta (56).
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1.2 Herramientas bioinformaticas para el disefio de PAMs y

prediccion de algunas de sus propiedades

La actividad antimicrobiana y selectividad de los PAMs son el resultado de mdltiples
propiedades fisicoquimicas que estan relacionadas, lo que hace dificil predecir el efecto
causado por la modificacion de una de estas propiedades sobre las demas y sobre la actividad
antimicrobiana y hemolitica (50). Debido a esta complejidad, el disefio de PAMs se ha apoyado
en las propiedades de secuencias de PAMs depositadas en bases de datos y en las
herramientas computacionales que, basadas en homologia, predicen las propiedades y posible
actividad sobre membranas de microorganismos, permitiendo direccionar de forma racional las
modificaciones que podrian dar lugar a mayor actividad antimicrobiana y selectividad de los
péptidos disefiados (31). Se puede nombrar la base de datos Collection of Anti-microbial
Peptides CAMP originada en 2010 que en su J(ltima version CAMP3
(www.camp3.bicnirrh.res.in.) cuenta con 10247 secuencias de AMPs (57), y otras como Yet
Another Data base of AMPs (YADAMD), Database of Anuran Defense Peptides (DADP), y
database Linking Antimicrobial Peptide (LAMP), que se especializan principalmente en péptidos

aislados de fuentes especificas (31).

La base de datos Antimicrobial Peptide Database (APD), creada en 2003 y que en su version
mas reciente: “APD3: Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor” (http://aps.unmc.edu/AP/),
tiene depositadas 2747 secuencias antimicrobianas originarias de los seis reinos
(principalmente animal y vegetal), se destaca por contar con parametros bastante rigurosos
para la introduccion de una nueva secuencia, lo que le confiere alta confiabilidad a la
informacién depositada (58). Adicionalmente, APD3 incluye un predictor de estructura
secundaria y brinda informacion acerca de algunas caracteristicas fisicoquimicas de los PAMs.
Esta base de datos ha sentado parametros importantes en cuanto a los rangos en los que se
deben mantener algunas propiedades para aumentar la probabilidad de obtener secuencias con
actividad antimicrobiana, es decir, carga entre -5 y +10, hidrofobicidad entre 10 y 80%, y

longitud entre 5y 174 aminoacidos pero preferiblemente menos de 60 (31).


http://www.camp3.bicnirrh.res.in/
http://aps.unmc.edu/AP/
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1.3 Péptido [A*Y]-PfRif (321-340)

Las proteinas de Plasmodium falciparum han sido ampliamente estudiadas en el desarrollo de
vacunas antimaldricas (59-61). Una de las aproximaciones consiste en la sintesis de péptidos
cortos (20 residuos) derivados de estas proteinas y posterior evaluacion de su capacidad de

union a la célula blanco del parasito y de su efecto en el proceso de invasion (62).

Dentro de estos estudios se han evaluado péptidos derivados de la proteina PfRif, un miembro
de la familia de proteinas Rifinas de bajo peso molecular (30-45 KDa) que se expresa durante el
ciclo eritrocitico del parasito y que se ha relacionado con adhesion (63). En busca de otras
aplicaciones para estas moléculas peptidicas, se realizaron estudios de relacion estructura-
actividad con el péptido [A®Y-PfRif (321-340) (***RYRRKKKMKKKLQYIKLLKE?**) y péptidos
analogos. Se establecié que el péptido [A%Y]-PfRif (321-340): **RYRRKKKMKKALQYIKLLKE3°
inhibe el crecimiento de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (19). La actividad
antibacteriana de [A**']-PfRif (321-340) contra E. coli ML35 presenté un CMI de 22 uM, mientras
que contra S. aureus ATCC 25923 la CMI fue de 350 uM vy la actividad hemolitica presenté
CMH de 1 yM (17). Este péptido no exhibi6é efecto toxico sobre células eucariotas Hela vy
HepG2 a 1xCMI y 2xCMI y sus posibles blancos de accién son la membrana y el ADN
bacteriano. Se sugiri6 que la hidrofobicidad, la anfipaticidad y la conformacion helicoidal del
péptido son relevantes en el mecanismo de accién (19). Por lo anterior la secuencia del péptido
[A¥Y-PfRif (321-340) es de interés particular y se tom6 como plantilla para el disefio y
desarrollo de péptidos cortos que presenten mayor actividad antibacteriana e indice de

selectividad.
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2.Marco Teodrico

2.1 Péptidos antimicrobianos (PAMSs)

Los PAMs son péptidos que muestran actividad contra los microorganismos y usualmente son
eficaces contra un solo tipo de microorganismo, por lo que se clasifican en péptidos
antibacterianos, antifingicos, antiparasitarios y antivirales (20, 64-66). También hay péptidos

que presentan amplio espectro de actividad e inclusive actividad antitumoral (20, 67).

En general, los PAMs contienen menos de 100 aminoacidos (33), la mayoria presenta carga
positiva a pH fisiologico (68), estructura a-helicoidal (69) y aproximadamente el 50% de los
aminoacidos son hidrofébicos (43). Se ha reportado resistencia frente a algunos PAMs, por
ejemplo: el mecanismo de defensa proteolitica en estafilococos inducido por el PAM aniénico
Dermicidina (7). Sin embargo, los PAMs son de gran interés debido a que son menos
propensos a inducir resistencia como consecuencia de su amplio espectro de actividad, pueden
actuar con multiples mecanismos de accién y actividades rapidas (8, 9, 41). En general, los
PAMs asumen estructuras anfipaticas que les permite interactuar directamente con las bicapas
fosfolipidicas microbianas, permeabilizandolas rapidamente (35, 52).

2.1.1 PAMs de origen natural

Los PAMs de origen natural (plantas y animales) hacen parte del sistema inmune innato y estan
presentes en casi todos los organismos como: bacterias como Bacillus amyloliquefaciens que
produce la bacteriocina Plantazolicina de 42 aminoacidos FZB42); artrépodos, como el
escorpion africano, del cual se han aislado la Pandinina 1 y la Opistoporina 1; mamiferos como
el cerdo, que produce Cecropina P1, entre otros (70, 71) . En humanos, practicamente todos los
tejidos y células normalmente expuestos a los microbios son capaces de producir PAMs,
inclusive la actividad antimicrobiana de la saliva depende en gran medida de PAMs ricos en
histidina conocidos como Histatinas (72). Los PAMs naturales son parte fundamental del
sistema inmune innato, lo que les confiere una accién rapida contra los agentes infecciosos
microbianos (73). No obstante, se ha descartado el uso de muchos de ellos como antibiéticos
debido a que no son selectivos, resultando téxicos sobre las células eucariotas (en las que

también se ve afectada la membrana celular) (55), como ocurre con las Defensinas (74).
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2.1.2 PAMs de origen sintético

La obtencion de péptidos sintéticos permite variar las caracteristicas que condicionan su
actividad sobre diversas membranas. Por ejemplo, analogos del péptido Dermaseptina S4 (28
residuos) con menor hidrofobicidad, mayor carga neta positiva y menor longitud (13 y 16
residuos), presentaron mayor actividad antibacteriana y menor actividad hemolitica que el
péptido nativo (49). Péptidos prometedores se han obtenido mediante disefio y sintesis quimica,
por ejemplo, el Pexiganan (analogo de Magainina) (75), o el Omiganan (derivado de
Indolicidina) (76). La produccion por sintesis quimica ofrece un amplio rango de posibilidades
con respecto al disefio y modificacion de péptidos que no se obtiene al usar tecnologias
recombinantes, por ejemplo, la posibilidad de incluir aminoacidos no naturales y ciclar las
moléculas peptidicas con diferentes reacciones quimicas para hacerlas méas estables bajo
condiciones fisioldgicas (23, 77, 78).

La sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) es un enfoque rapido para la produccién de
PAMs (79), este método permite la produccibn de muestras pequefias para ensayos de
laboratorio, pero se ha considerado no rentable, con un costo estimado de $ 100 a $ 1,000 para
1 mg de PAM (80). A pesar de esto, la SPPS a gran escala se ha convertido en una tecnologia
viable para producir péptidos terapéuticos pequefios y medianos que oscilan entre 5 y 50
residuos, mientras que la sintesis convergente ha resultado ser una opcién para obtener
péptidos de mayor longitud (81). La optimizacion de los métodos de SPPS ha ganado
relevancia debido a la necesidad de producir péptidos modificados que no pueden obtenerse
mediante tecnologias recombinantes y para obtener productos mas limpios que respondan al
crecimiento en la cantidad de péptidos candidatos para uso terapéutico; por esto,
continuamente se investigan estrategias para optimizar estos métodos y darle viabilidad a la

produccion a gran escala (82, 83).

Ahora bien, para el desarrollo de un nuevo medicamento basado en péptidos es deseable que
presente alta selectividad sobre los patdgenos (84). Esta selectividad esta determinada por las
diferencias que existen entre la superficie de células procariotas y eucariotas, como las
glicoproteinas de la pared, la composicion de la membrana, el potencial transmembrana, la
polarizacién y las caracteristicas estructurales (25, 40, 52). Teniendo en cuenta que la actividad
de los PAMs esta condicionada tanto por sus propiedades fisicoquimicas como por la célula
objetivo, donde la primera interaccion involucra la membrana celular, se revisaron algunas
caracteristicas y diferencias importantes entre las membranas bacterianas y de células de

mamiferos.
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2.1.3 Membrana celular

En general a membrana celular es una estructura que rodea la célula definiendo el interior y
exterior de la misma, su grosor oscila entre 6 y 10 nm y consta principalmente de lipidos y
proteinas (85). Los lipidos estan organizados formando una doble capa fosfolipidica que se
mantiene unida por los extremos de las cadenas hidrocarbonadas mediante interacciones de
van der Waals. La region hidrofobica del 4cido graso se orienta hacia el interior y las cabezas
polares (hidrofilicas) se orientan hacia el exterior (86). La bicapa es una barrera osmotica que
se interpone a la libre difusiébn de moléculas entre el medio interno y externo (87). De esta
forma, los componentes lipidicos de la membrana constituyen la barrera de permeabilidad
mientras que las proteinas funcionan como sistema de transporte que proporcionan

permeabilidad selectiva a la membrana (84).

Una membrana presenta tres tipos de lipidos: los fosfolipidos, los glicolipidos y los esteroles
(colesterol en células animales) (85). Los fosfolipidos mas comunes son derivados del glicerol y
presentan caracter anfipatico debido a la hidrofobicidad de las cadenas alifaticas de los acidos
grasos y a la presencia de la cabeza polar que corresponde al grupo fosfato y a los grupos

polares que en muchos casos estan cargados a pH 7 (85).

Los fosfolipidos fundamentales en una membrana plasmatica son mayoritariamente
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, en menor medida se encuentran también la cardiolipina,
fosfatidilserina y el fosfatidilinositol (88). En la célula animal (a diferencia de la célula bacteriana)
esta presente el colesterol (aproximadamente en un 50%) que se inserta en la bicapa para

modular la fluidez al limitar los movimientos de los acidos grasos de los fosfolipidos (85).

Las bicapas enriquecidas con fosfolipidos zwitterionicos como fosfatidiletanolamina (PE) o
fosfatidilcolina (PC), son encontradas comunmente en membranas citoplasmaticas de
mamiferos (generalmente de carga neutra), mientras que las membranas celulares compuestas
predominantemente por fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL), o fosfatidilserina (PS), tienden a
ser altamente negativas y se encuentran en muchos patégenos bacterianos. (48). Los PAMs al
ser catidnicos se ven atraidos electrostaticamente por las membranas cargadas negativamente

y por tanto actian preferentemente contra bacterias (44).
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2.1.4 Pared celular en bacterias

La pared celular es una estructura rigida presente en la mayoria de las bacterias que se sitla
por fuera de la membrana citoplasmatica, su espesor oscila entre 20 y 50 nm (89). El
peptidoglicano, su principal constituyente, es un copolimero constituido por dos derivados de
carbohidratos, N-acetil Glucosamina y N-acetil Muramico (N-Ac.G, N-Ac.M), unidos por enlaces
B 1-4 y asociados a cadenas peptidicas cortas a través del acido N-acetil muramico. Diferencias
en la composicién y estructura de la pared celular permiten clasificar las bacterias en 2 tipos:
bacterias Gram-positivas, en las que la pared consta de una Unica capa gruesa de
peptidoglicano y bacterias Gram-negativas, con una pared celular que consta de una membrana

externa y una capa interna de peptidoglicano (89).
2.2 Selectividad y potencial terapéutico de los PAMs

La selectividad de los PAMs se mide calculando su indice terapéutico (IT). En general, el IT se
refiere a la relaciéon entre la dosis a la que un farmaco causa efecto téxico y la dosis a la que
produce el efecto terapéutico. Por convencién, el indice terapéutico se calcula segun la relaciéon
de la ecuacion 1:

_ DTsg
" DEs,

IT 1)

Donde, DTs, es la concentracion a la que un farmaco causa el 50% de efecto toxico (dosis
téxica) y DEso es la concentracion a la que el farmaco es eficaz en un 50% (dosis efectiva),
estos valores son determinados segun las curvas dosis-respuesta (90, 91).

Sin embargo, para evitar la superposicion de las curvas dosis-respuesta, este calculo es

modificado, dando lugar a relaciones como: IT= DT4/DEgg 0 IT= DT1/DEgg (92, 93).

En el caso de los PAMs, como aproximacion temprana al IT, se ha desarrollado una medida in
vitro de la selectividad sobre los patdgenos, es decir la relacion entre la minima concentracion
que genera un efecto toxico sobre células eucariotas (generalmente GR) y la minima

concentracion que genera inhibicion total del crecimiento bacteriano.

De esta forma, el IT es calculado con la siguiente relacién (ecuacion 2):
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IT = kil 2)
CMI

donde CMH es la concentracién minima hemolitica y CMI es la concentracién minima inhibitoria
del péptido sobre el microorganismo. De esta forma, un alto indice terapéutico indica una alta

selectividad sobre microorganismos (94).
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3.Justificacion

La continua aparicion de infecciones causadas por cepas resistentes a los antibidticos ha
generado un grave problema de salud publica en Colombia y el mundo (2). Por esto es
necesario desarrollar nuevos agentes antimicrobianos con diferentes mecanismos de accion.
Los PAMs de origen natural han sido reconocidos como buenos candidatos para la generacion
de antibidticos, pero la baja selectividad y estabilidad, limitan su uso a nivel terapéutico (20). Es
necesario disefar e identificar péptidos sintéticos que permitan desarrollar medicamentos para

combatir las infecciones bacterianas sin inducir resistencia.

El disefio e identificacién de un nuevo péptido con actividad antimicrobiana (partiendo de novo o
de una plantilla), debe estar enfocado en la obtencién de una secuencia con alta selectividad
(95). El péptido [A**']-PfRIf (321-340) fue propuesto como un péptido plantilla para el disefio de
nuevos PAMs (19). Por esa razén, en este estudio se obtuvieron y evaluaron péptidos
derivados del péptido [A*']-PfRif (321-340) con el fin de obtener un péptido corto con igual o
mayor actividad bacteriana que el péptido plantilla y con mayor selectividad contra bacterias.

4.Pregunta de investigacion

¢ Péptidos cortos derivados de la secuencia [A*']-PfRif (321-340) mantienen su actividad
antibacteriana y hemolitica de forma independiente al cambio inherente en sus propiedades

fisicoguimicas?
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5.Hipotesis

Secuencias cortas derivadas del péptido [A**']-PfRif (321-340): RYRRKKKMKKALQYIKLLKE,
que presentan tendencia estructural a-helicoidal mantienen la actividad antibacteriana y

hemolitica del péptido original.

6.0Dbjetivos

6.1 General

Evaluar la actividad antibacteriana y citotdéxica de péptidos sintéticos cortos derivados de la

secuencia [A%Y]-PfRif (321-340) y su relacién con la conformacién estructural.
6.2 Especificos

6.2.1 Sintetizar péptidos cortos derivados de [A*']-PfRif (321-340).

6.2.2 Evaluar la actividad antibacteriana y hemolitica de los péptidos sintéticos derivados de la
secuencia original.

6.2.3 Evaluar la actividad citotdxica de los péptidos sintéticos cortos con actividad
antibacteriana sobre células de mamiferos.

6.2.4 Comparar la tendencia de estructura secundaria del péptido [A**']-PfRif (321-340) y sus
derivados.
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7/.Diseno preliminar

Etapa 1. Fragmentos cortos de la secuencia de [A*']-PfRif (321-340) fueron sintetizados
mediante sintesis quimica en fase solida y caracterizados mediante RP-HPLC y MALDI-TOF
MS.

Etapa 2. La actividad antibacteriana de las secuencias cortas fue evaluada contra cepas de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Etapa 3. La actividad citotoxica de los péptidos fue evaluada sobre glébulos rojos humanos
(GRh).

Etapa 4. Se evalud el potencial terapéutico de las secuencias activas mediante ensayos de
sinergia, actividad antibacteriana en presencia de suero humano y actividad citotoxica contra
dos lineas celulares humanas.

Etapa 5. Se evallo de manera preliminar si el mecanismo de accién de la secuencia [A%]-
PfRiIf (321-340) se mantiene en sus derivados activos.

Etapa 6. Los péptidos fueron caracterizados por DC y se analizaron algunas de sus

propiedades fisicoquimicas mediante analisis bioinformatico.
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8.Metodologia

8.1 Secuencias peptidicas

A partir de la secuencia del péptido [A*']-PfRif (321-340) se disefiaron y sintetizaron diez
péptidos. Cinco, con remocion progresiva de los aminoacidos de la region N-terminal, tres
fueron disefiados de tal forma que contengan secuencias entre 7-8 aminoacidos que cubren la
region N-terminal, central y C-terminal de la secuencia y dos a los cuales se les removi6 de
forma simultanea aminoacidos de la region N y C-terminal (Tabla 1).

Tabla 1. Péptidos sintéticos derivados de [A*']-PfRif (321-340)

Nombre Secuencia

[A®-PfRif (321-340) RYRRKKKMKKALQYIKLLKE
[A®-PfRif (324-340) RKKKMKKALQY IKLLKE
[A%Y-PfRif (325-340) KKKMKKALQYIKLLKE
[A®]-PfRif (326-340) KKMKKALQYIKLLKE
[A®]-PfRif (327-340) KMKKALQYIKLLKE
[A®]-PfRif (328-340) MKKALQYIKLLKE

PfRIf (321-327) RYRRKKK
[A%Y-PfRif (327-334) KMKKALQY

PfRif (334-340) YIKLLKE
[A®*']-PfRIif (326-337) KKMKKALQYIKL
[A*"]-PfRif (324-334) RKKKMKKALQY
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8.1.1 Obtencion de los péptidos

Los péptidos fueron obtenidos mediante sintesis quimica de péptidos en fase solida (SPPS por
sus siglas en inglés) por la estrategia Fmoc/tBu (79, 96). Brevemente, la resina Rink amida (100
mg, con una sustitucion de 0.46 meg/g) se sometié a un proceso de hinchamiento y solvatacion
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (2 h con N,N dimetilformamida (DMF) a
temperatura ambiente (TA) y agitacion constante (AC). La remocién del grupo Fmoc se realiz
por tratamiento con solucion de 4-metilpiperidina al 25%, tritdbn 1%, en N,N-dimetilformamida
(DMF) (v/v) por 10 min con AC y TA (2x), luego la resina se lavd con DMF (4x1 min), 2-
Isopropanol (IPA) (4x1 min) y Diclorometano (DCM) (4x1 min) y la presencia de los grupos
amino libres se determind por el test de Kaiser.

Las reacciones de activacion y acople de los Fmoc-aminoacidos se realizaron utilizando
carbodiimidas. Se empled la estrategia de éster modificado; para esto se disolvié el aminoacido
la N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y el 1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol (6-CI-HOBt) (1:1:1; 5
excesos respecto a los meq de resina) en DMF y con AC por 15 min a TA. El aminoacido
activado fue mezclado con la resina o resina-péptido y se mantuvo en reaccién con ACy TA por
12 h, transcurrido el tiempo de reaccidn, la solucién se retir6 mediante filtracion y se lavé con
DMF (2x1 min), IPA (2x1 min) y DCM (2x1 min). La reaccién fue monitoreada mediante el test

de Kaiser.

Para realizar el test de Kaiser, se prepararon tres soluciones: (i) Fenol en etanol absoluto (4
g/mL); (ii) 1,0 mL de una solucién acuosa de KCN (0,65 mg/mL) fue mezclado con 49,0 mL de
Piridina; (iii) 1,25 g de Ninhidrina fueron disueltos en 25 mL de etanol absoluto. Las soluciones
() y (ii) fueron mezcladas (1:1 v/v) y almacenadas y rotuladas como Solucién A, la solucién (iii)
fue rotulada como Solucién B y almacenada a 4°C en la oscuridad. Para realizar la prueba se
tomo6 una fraccion de la resina-péptido seca (~1 mg) a la que se adicionaron 150 pL de la
mezcla de las soluciones Ay B (2:1; v/v). La mezcla se someti6 a calentamiento durante 5 min a
105°C. Una coloracion azul indicé prueba positiva para la presencia de aminas primarias y la

coloracién amarilla indico prueba negativa.

La desproteccion de las cadenas laterales y desanclaje del péptido se realizaron tratando la
resina-péptido con solucion de TFA/H,O/EDT/TIPS (92,5/2,5/2,5/2,5 % vi/v) manteniéndose en
reaccion durante 4-6 h a TA. La solucion se filtr6 y el péptido se precipitd por adicion de éter
etilico frio. La soluciéon se centrifugé a 2500 rpm por 10 min y el sobrenadante se desecho,

luego se realizaron 5 lavados con éter etilico frio bajo las mismas condiciones descritas.
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3.1.2 Caracterizacion de péptidos por cromatografia RP-HPLC

analitica

De manera general; el péptido disuelto (1 mg/mL) en solvente A (0,05% TFA en Agua), fue
analizado en un equipo HPLC Agilent series 1260 usando una columna C18 (Chromolith 4,6x50
mm) y empleando un gradiente de elucién del 5 al 50% de solvente B (0,05% TFA en
Acetonitrilo) en solvente A, el tiempo de gradiente fue de 8 min con un flujo de 2 mL/min y
lectura a una longitud de onda de 210 nm.

3.1.3 Purificacion de péptidos por extraccion en fase soélida (RP-SPE)

Con base en el perfil cromatografico se disefié para cada péptido un gradiente de elucién en
una columna Supelclean LC-18 RP-SPE. La columna fue acondicionada de acuerdo con los
protocolos del proveedor. Los péptidos disueltos en solvente A, fueron filtrados por membrana
de 0,44 uym y sembrados en la columna. La elucidbn se realizO mediante un gradiente
escalonado con concentraciones crecientes de solvente B, las fracciones fueron recolectadas y

analizadas por RP-HPLC reuniendo las fracciones con mayor pureza cromatogréfica.

1.1.1 Analisis de péptidos por espectrometria de masas

Se determind la relacibn masa/carga de los péptidos mediante espectrometria de masas Matrix
Assisted Laser Desorption lonization -Time Of Flight (MALDI-TOF), utilizando un equipo Bruker
Daltonics Microflex. El péptido (1 mg/mL) fue mezclado con &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
(1 mg/mL) en una relacién 18:2,5 v/v. 1 uL de esta mezcla fue aplicada sobre la placa porta
muestras del equipo y secada a TA, la lectura se realiz6 en modo de reflextron con una
potencia de laser 35-50% y 200 disparos (97).
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8.2 Caracterizacion general de las cepas bacterianas

8.2.1 Estandarizacién de las curvas de crecimiento de las cepas
bacterianas

Se estandarizaron las curvas de crecimiento de siete cepas bacterianas (E. coli ATCC 25922, E.
coli ATCC 35218, E. coli ATCC11775, E. coli ML35 ATCC 43827, P. aeruginosa ATCC 27853,
S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC 29212). Las bacterias fueron plaqueadas (por
agotamiento) en medio de cultivo rico en nutrientes Luria-Bertani agar (LBA) que contiene 10
g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de NaCl y 15 g/L de agar; y fueron
incubadas toda la noche a 37 °C (18-24 h). Al dia siguiente, se tomaron de 3 a 4 colonias
morfolégicamente similares y se inocularon en 5 mL de medio de cultivo LB (10 g/L de triptona,
5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl); y fueron incubadas a 37 °C en AC,

monitoreando la densidad Optica (DO) a 620 nm cada hora durante 11 h.

8.2.2 Estandarizacion de las curvas de calibracion

Una alicuota del cultivo en fase logaritmica fue diluida serialmente 1:2 v/v, luego cada dilucién a
su vez fue diluida serialmente en base 10 y la absorbancia fue leida a 620 nm, en un volumen
de 270 pL. Posteriormente diluciones entre 10° y 10° fueron sembradas en cajas de Petri, y se
agreg6 medio agar de conteo de placa (Agar Plate Count) que contiene 5 g/L de triptona, 1 g/L
de glucosa, 2,5 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de agar. Las cajas fueron incubadas por 48
h a 37 °C y posteriormente se contaron las UFC y se grafic6 UFC vs Abs.

8.3 Actividad antibacteriana

8.3.1 CMI por dilucién en caldo

Para determinar la CMI de los péptidos, se empled el método estandar de micro dilucion en
caldo (98). Brevemente, por duplicado, diluciones seriadas de los péptidos (concentraciones
entre 100-0.098 pM) en una placa de 96 pozos con un volumen final de 50 pL fueron incubadas
con un in6culo bacteriano (~5 x 10° UFC/mL) en MHB (98, 99). El indculo se obtuvo a partir de
la ecuacion de la curva de calibracion para cada cepa en fase exponencial segun la curva de
crecimiento. El control negativo del tratamiento fueron células sin péptido. Los controles

positivos del ensayo fueron, el péptido [A**']-PfRif (321-340) (19) y cuatro antibiéticos utilizados
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de acuerdo a la cepa bacteriana. La CMI fue determinada como la concentracion mas baja de
péptido que es capaz de inhibir completamente el crecimiento bacteriano. Para evaluar si la
actividad de los péptidos podria verse afectada en suero humano, la CMI también fue medida

en MHB en presencia de 50% de suero humano fresco.

8.3.2 Actividad bactericida

La actividad bactericida se evalu6 por siembra en agar rico en nutrientes de los pozos donde no
se detectd crecimiento en el ensayo de CMI en MHB, la CMB fue determinada como la
concentracion mas baja de péptido que mata las bacterias, es decir, aquella donde no hubo

crecimiento en el agar (99).

8.3.3 Sinergia con antibioticos

Para evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos en combinacién con antibidticos se
empled el método del tablero de ajedrez (100). Para esto, en una placa de 96 pozos se
agregaron los péptidos a diferentes concentraciones (diluciones 1:2 desde 2xCMI hasta
0.03xCMI) en combinacion con diferentes concentraciones del antibidtico (Gentamicina o
Ciprofloxacina). Posteriormente se agregd la suspension bacteriana para una concentracion
final de ~5 x10°> UFC/mL en MHB y se incub6 a 37 °C por 18 h. La absorbancia fue medida a
620 nm. Asi se obtuvo la CMI individual del péptido y del antibidtico y la CMI Optima en
combinacién. Con estos datos se calculd la concentracién inhibitoria fraccional (CIF), es decir
(CMI en combinacién) / (CMI individual). Luego la sumatoria (CIF del péptido + CIF del
antibiotico) fue interpretada de la siguiente manera: sinergia (CIF < 0,5), indiferencia (0,5 < CIF
< 4) y antagonismo (CIF > 4) (101).

8.4 Permeabilidad de la membrana interna de E. coli ML-35

Para evaluar el efecto de los péptidos con actividad antibacteriana sobre la permeabilidad la
membrana interna de E. coli ML35, ésta cepa que produce constitutivamente la enzima B-
galactosidasa fue sembrada en placas de 96 pozos (~5 x 10° UFC/mL) por triplicado en
ausencia y presencia de los péptidos a 1xCMI en PBS suplementado con el sustrato orto-

nitrofenil-B-D-galactosido (ONPG) (1.5 mM). Esta placa fue incubada a 37 °C y la produccion de
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o-nitrofenol fue monitoreada cada 30 min por espectrofotometria a 420 nm cada 30 min durante
8 h (102). Como control positivo se utilizaron bacterias tratadas con el péptido original, [A%']-
PfRIf (321-340), y bacterias tratadas con Cecropina, como control negativo se usaron bacterias

sin tratamiento.

8.5 Actividad hemolitica

100 pL de cada péptido a diferentes concentraciones fueron agregados por duplicado en una
placa de 96 pozos, posteriormente se afiadieron 100 pL de GRh frescos previamente lavados (3
veces con PBS 1X) y resuspendidos al 5 % v/v en PBS 1X. La concentracion final de cada
péptido varié entre 200 y 0,196 uM. Después de la incubacion a 37 °C durante 1 h, las muestras
fueron centrifugadas a 1000 xg por 5 min y la absorbancia de 100 pL del sobrenadante fue
medida a 540 nm usando un lector de micro placas. La absorbancia de GRh tratados con 0,1 %
de Tritén X-100 fue tomada como 100 % de hemdlisis (103).

8.6 Actividad citotdxica

La citotoxicidad de los péptidos fue evaluada contra dos lineas celulares humanas: HepG2
ATCC HB-8065 (células derivadas de hepatocitos humanos) y HT29 ATCC HTB-38 (células
epiteliales derivadas de colon humano); mediante el ensayo colorimétrico con MTT (bromuro de
3- (4, 5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazolio). Las células cultivadas durante 24 h a 37 °C (5 %
de CO,) en Medio de Eagle Modificado de Dulbecoo (DMEM) con 10 % de Suero Fetal Bovino,
fueron sembradas en micro placas de 96 pozos en un volumen de 100 uL. El péptido fue
evaluado a 1xCMI y 2xCMI. Para esto, luego de las 24 h de incubacién el medio fue removido
(dejando solo las células adheridas al pozo) y se adicionaron los tratamientos en medio DMEM
con volumen final de 100 uL/pozo. Luego, las células fueron tratadas con MTT e incubadas de
2-4 h, alas 0 hy a 24 h pos-tratamiento. En esta prueba, el tetrazolio amarillo se reduce cuando
las células son metabdlicamente activas dando lugar al producto parpura Formazan en el
interior de las células. Este compuesto de color purpura fue solubilizado agregando DMSO
concentrado y cuantificado a 540 nm (40). Células sin tratamiento fueron usadas como control

negativo y células con DMSO concentrado como control positivo de citotoxicidad.
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8.7 Analisis de las propiedades fisicoquimicas

8.7.1 Andlisis bioinformatico de las secuencias peptidicas

Las caracteristicas fisicoquimicas de las secuencias fueron evaluadas por prediccion mediante
el uso de la herramienta informatica online “APD3: Antimicrobial Peptide Calculator and
Predictor” (http://aps.unmc.edu/AP/); la cual calcula la carga e hidrofobicidad y predice si hay
posible estructura a-helicoidal. Ademas APD3, con base en ciertas propiedades brinda un
veredicto acerca de la posible actividad antimicrobiana de los péptidos (31). Mediante el uso del
programa online “Heliquest” (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py) se llevé a
cabo la proyeccion helicoidal y se calculd el momento hidrofébico como medicién de la

anfipaticidad de la hélice (51).

8.7.2 Dicroismo circular (DC)

Los péptidos (5 uM) fueron analizados mediante DC, usando una celda de cuarzo de 1 cm de
longitud de paso de luz a TA en PBS 1X, con 2,2,2 trifluoroetanol (TFE) al 30% (v/v) en PBS) y
con Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10mM como co-disolventes individuales (104-106). Los
espectros fueron obtenidos en un espectrometro Jasco J-810 con flujo de nitrégeno haciendo
un promedio de tres barridos tomados desde 260 a 190 nm a una velocidad de exploraciéon de
20 nm/min y un ancho de banda de 1 nm. Los datos fueron recogidos usando el software

Spectra Manager (95).


http://aps.unmc.edu/AP/
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9.Resultados y discusion

Los PAMs son una alternativa prometedora para combatir las infecciones bacterianas y el
desarrollo de resistencia de los patégenos (20). La identificacidbn de secuencias cortas con
actividad antibacteriana selectiva es relevante ya que estas secuencias presentan ventajas
como facilidad de sintesis, posibilidad de escalamiento y menor costo de produccion (107). En
este trabajo se disefiaron y sintetizaron péptidos cortos derivados del péptido antibacteriano
[A®1-PfRif (321-340) (19), y se evalud su actividad contra cepas Gram-negativas (E. coli, P.
aeruginosa) y Gram-positivas (S. aureus y E. faecalis). Adicionalmente se evalu6 su actividad
hemolitica y citotoxica contra lineas celulares humanas (HepG2 y HT29). Los péptidos fueron
caracterizados por DC y mediante andlisis bioinforméatico.

9.1 Sintesis y caracterizacion de las secuencias derivadas
de [A*!]-PfRif (321-340)

Se sintetizaron diez péptidos derivados de la secuencia [A%Y]-PfRif (321-340), cuya longitud
vari6 entre 7 y 17 aminoacidos. Estos péptidos fueron obtenidos con un grupo amida en el
extremo C-terminal (Tabla 2). El péptido **RYRRKKKMKKALQYIKLLKE**® en estudios

anteriores present6 alta dificultad sintética, especificamente en la incorporacién de los residuos

del extremo N-terminal (subrayados). Basados en esta dificultad se disefiaron secuencias en las
que se removieron algunos aminoAcidos de esta region: [A*']-PfRif (324-340), [A*]-PfRif (325-
340), [A®¥-PfRif (326-340), [A*Y]-PfRIif (327-340) y [A**"]-PfRif (328-340).

Adicionalmente, se sintetizaron tres péptidos con longitud < 8 aminoacidos que abarcan la
region N-terminal (PfRif (321-327)), central ([A**']-PfRif (327-334)) y C-terminal (PfRif (334-340))
para evaluar si la actividad biol6gica de la secuencia es producto de una corta regién en
particular. Finalmente, se sintetizaron dos secuencias en las que se removieron aminoécidos de
la regién C-terminal y N-terminal en forma simultanea ([A**']-PfRif (326-337) y [A**']-PfRif (324-
334)).

Luego del proceso de sintesis, los productos crudos obtenidos fueron caracterizados por
cromatografia RP-HPLC. Los perfiles cromatogréficos en todos los casos presentaron una
especie mayoritaria indicando que el proceso de sintesis fue eficiente. Luego de la purificacion

por RP-SPE se obtuvieron productos con pureza cromatogréfica entre el 71 y 98 %, como se
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muestra en la Tabla 2. La sintesis del péptido [A**']-PfRif (324-340), que tiene 17 residuos de
aminoacidos, mostré alta dificultad en las reacciones de acople de los aminoacidos de la region
N-terminal, a partir de la Lys®®° |a sintesis se hace mas compleja con la insercién de cada nuevo
aminoacido requiriendo tres o0 mas ciclos para completar la reaccion (Figura 1). Los péptidos
truncados, en la region N-terminal, presentaron de manera general dificultad en la insercién de
los residuos ***RKKKMK®?®, (Figura 1). Este comportamiento se evidencia en los perfiles
cromatograficos de los péptidos [A%Y]-PfRif (325-340) y [A*']-PfRif (327-340), ya que el pico
mayoritario presenta asimetria en la base, hombros y ancho de banda que sugiere presencia de
especies no deseadas. Lo anterior estd acorde con la pureza cromatogréfica calculada para
estos péptidos (74% y 71% respectivamente) que indica una posible desventaja en el proceso
de sintesis y purificacion. Los péptidos que incluyen la region N-terminal mencionada
presentaron en general purezas inferiores (con valores < 90%) a los péptidos que no la

contienen.

Los tiempos de retencion de las secuencias variaron entre 0,7 y 5,1 minutos, mostrando la
diversidad en la hidrofobicidad de las secuencias que genera mayor o menor interaccion con la
fase estacionaria hidrofébica en RP-HPLC (Tabla 2). Estos tiempos de retencion de las
secuencias parecen no estar asociados con la eficiencia en el proceso de purificaciéon, pues en
péptidos con el mismo tiempo de retencibn se hallaron purezas cromatogréaficas
considerablemente diferentes. Sin embargo, el nimero y concentracion de las especies no
deseadas, y la cercania en sus tg podria influir en la eficiencia de la purificacion. Los espectros
de masas en todos los casos mostraron una sefial en la relacibn m/z correspondiente a la
especie [M+H]*, corroborando la identidad de la molécula. En el caso del péptido [A*']-PfRif
(325-340), adicionalmente se presenta una sefial en m/z 1861,469 que corresponde a un
especie con delecién de Lys (Anexo Al), lo cual se relaciona también con la dificultad de

insersion de las lisinas en esta region.



38

Tabla 2. Caracterizacién de los péptidos derivados de [A%*!]-PfRif (321-340) por cromatografia RP-HPLC y MALDI-TOF MS.

Caracterizacion Analitica

Nombre Secuencia RP-HPLC MALDI-TOF
. tg Pureza® b m/z +
Longitud (min) (%) M [M+H]

[A%Y]-PfRif (321-340) RYRRKKKMKKALQYIKLLKE 20 - - - -
[A%]-PfRIf (324-340) RKKKMKKALQY IKLLKE 17 4,9 86 2144,4 2144,6
[A®-PfRif (325-340) KKKMKKALQYIKLLKE 16 4,9 74 1988,3 1988,5
[A®-PfRif (326-340) KKMKKALQYIKLLKE 15 5,1 90 1860,2 1860,8
[A®Y-PfRif (327-340) KMKKALQYIKLLKE 14 5,0 71 1732,1 1733,7
[A®-PfRif (328-340) MKKALQYIKLLKE 13 5,1 98 1604,0 1603,2
PfRif (321-327) RYRRKKK 7 0,7 90 1032,7 1034,8
[A%Y-PfRif (327-334) KMKKALQY 8 3,0 98 1007,6 1010,1
PfRif (334-340) YIKLLKE 7 4,1 98 904,6 907,0
[A®-PfRif (326-337) KKMKKALQYIKL 12 4,4 97 1489,9 1490,6
[A®Y-PfRif (324-334) RKKKMKKALQY 11 3,1 98 1419,9 1420,4

# Pureza correspondiente al porcentaje de area del pico cromatografico respecto a todo el cromatograma, ® Masa monoisotodpica tedrica.
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Figura 1. Resultados de sintesis y caracterizacién por RP-HPLC de [A®*']-PfRif
(324-340). A. Resumen del proceso de sintesis realizado desde el extremo C-terminal
hacia el extremo N-terminal B. Perfil cromatogréafico del péptido puro y C. Espectro de
masas MALDI-TOF del péptido.
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9.2 Caracterizacion general de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron caracterizadas con el fin de establecer que no presentaran
contaminacion, para esto se llevd a cabo tincion de Gram y se observaron en el
microscopio optico bajo luz blanca con objetivo 100X. Como se puede ver en la figura 2,
las imagenes obtenidas para E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 indican que
las cepas estan en buenas condiciones, la morfologia corresponde con lo esperado. Las

otras cepas presentaron resultados similares.

~
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Figura 2. Tincion de Gram y microscopia bajo luz blanca. a. E. coli ATCC 25922. b.
S. aureus ATCC 25923.

Posteriormente, para cada cepa se determind el incremento de la poblacién bacteriana
(como Densidad Optica (DO)) en funcién del tiempo en medio LB. Todas las curvas de
crecimiento mostraron un comportamiento bacteriano caracteristico (incluyendo la fase
inicial de adaptacion, fase de crecimiento exponencial y finalmente la fase estacionaria)
(108). Por otro lado, las curvas de calibracion muestran la relacion lineal entre DO y
namero de UFC/mL, en la figura 3 se muestran, a modo de ejemplo, las curvas de
crecimiento y calibracién de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923. Para estas y
las otras cepas, utilizando el ajuste de los datos por el método de minimos cuadrados se
establecieron las ecuaciones que representan las curvas de calibracion, en la Tabla 3 se
muestra el resumen de estas ecuaciones, su coeficiente de determinacion (R?) y el

porcentaje de variacion.
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Figura 3. Curvas de crecimiento y calibracion de las cepas bacterianas A. Curva de
crecimiento de E. coli ATCC 25922 en medio de cultivo LB; B. Curva de calibraciéon de E.
coli ATCC 25922 en PBS 1X; C. Curva de crecimiento de S. aureus ATCC 25923 en
medio de cultivo LB; D. Curva de calibracion de S. aureus ATCC 25923 en PBS 1X.

Tabla 3. Ecuaciones de las curvas de calibracion obtenidas para
las cepas bacterianas.

Cepa£$é'§r|ana Ecuacién de la curva R? Varl(%/(;;on
E. coli 25922 y = 0,0537x + 0,0066 0,9929 17
E. coli 35218 y = 0,0537x + 0,0066 0,9929 5
E. coli 11775 y = 0,0537x + 0,0066 0,9929 17
E. coli ML35 43827 y=0,0461x + 0,0176 0,9920 3
P. aeruginosa 27853 y = 0,0455x — 0,0023 0,9987 2
S. aureus 25923 y =0,0172x + 0,0061 0,9805 27
E. faecalis 29212 y = 0,0107x — 0,0034 0,9853 3

Donde: x= (UFC/mL)*10% y=Absorbancia
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Estas curvas fueron usadas para el calculo y preparacion del inéculo inicial en los
ensayos de CMI y CMB. Este indculo fue obtenido a partir de un cultivo bacteriano en la

mitad de su fase exponencial (4,5~6 h segun las curvas de crecimiento).

9.3 Actividad antibacteriana y hemolitica

En la Tabla 4 se resumen los resultados de actividad antibacteriana de los péptidos
sintéticos diseflados para este estudio. Aqui se puede observar que: (i) las secuencias
[A%']-PfRif (324-340): RKKKMKKALQYIKLLKE, [A%Y-PfRif (325-340):
KKKMKKALQYIKLLKE y [A®Y-PfRif (327-340): KMKKALQYIKLLKE presentaron
actividad contra E. coli ATCC 25922, los dos primeros con la misma CMI que el motivo
original (25 pM). (i) El péptido [A®!]-PfRif (324-340) fue el Gnico que presenté actividad
antibacteriana contra P. aeruginosa ATCC 27853 con CMI de 100 pM. (iii) Ninguno de los
péptidos evaluados presentd actividad antibacteriana contra S. aureus ATCC 25923 o E.
faecalis ATCC 29212, sugiriendo que los péptidos activos son selectivos por bacterias

Gram-negativas.

Tabla 4. Actividad antibacteriana de los péptidos derivados de [A**]-PfRif (321-30).

Actividad antibacteriana CMI (uM)/CMB (uM)

Nombre Secuencia

E. coli P. aeruginosa S. aureus E. faecalis

ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923 ATCC 29212

PfRif(321-340) RYRRKKKMKKALQYIKLLKE 25/50 >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(324-340) RKKKMKKALQYIKLLKE ~ 25/25 100/100 >100/>100  >100/>100
PfRif(325-340) KKKMKKALQYIKLLKE  25/25 >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRIf(326-340) KKMKKALQYIKLLKE >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(327-340) KMKKALQYIKLLKE  100/100 >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRIf(328-340) MKKALQYIKLLKE >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(321-327) RYRRKKK >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(327-334) KMKKALQY >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(334-340) YIKLLKE >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(326-337) KKMKKALQYIKL >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100
PfRif(324-334) RKKKMKKALQY >100/>100  >100/>100 >100/>100  >100/>100

Valores CMI + 1 dilucién

1) Controles contra E. coli y P. aeruginosa: Ciprofloxacina (CMI 0,008 y 0,25 pg/mL respectivamente) y
Gentamicina (CMI 0,5 y 0,25 pg/mL respectivamente).
2) Controles contra S. aureus y E. faecalis: Vancomicina (CMI 2 pg/mL).
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Nuestros resultados son consecuentes con lo que se observo previamente, para [A*!]-
PfRif (321-340): a) actividad contra S. aureus ATCC 25923 solo a alta concentracion
(CMI de 350 puM). b) Mayor liberacion de calceina, es decir mayor actividad, contra
liposomas con mayor contenido del fosfolipido zwiterionico fosfatidiletanolamina (19),
éste fosfolipido estd presente en mayor proporcion en bacterias Gram-negativas que en
Gram-positivas (109, 110).

Por otro lado, en los ensayos de actividad hemolitica los péptidos [A%**']-PfRif (327-334):
KKMKKALQYIKL y [A®*Y-PfRif (334-340): RKKKMKKALQY mostraron efecto hemolitico
con diferencia estadisticamente significativa respecto a los GRs sin tratamiento a 100 y
200 uM (Tabla 5). Los ocho péptidos restantes no mostraron actividad hemolitica a las
concentraciones evaluadas (<200 yM), indicando una mayor selectividad contra bacterias

en el caso de los péptidos activos.

Tabla 5. Actividad hemolitica de los péptidos derivados de [A%Y]-PfRif (321-30).
LfcinB (20-25), fue usada como control positivo de hemdlisis.

Péptido Secuencia ((:uh:ﬂl-)'
[A¥']-PfRif(321-340) RYRRKKKMKKALQYIKLLKE 1,56
[A%®Y-PfRif(324-340) RKKKMKKALQYIKLLKE >200
[A®Y-PfRif(325-340) KKKMKKALQYIKLLKE >200
[A%*"]-PfRIf(326-340) KKMKKALQYIKLLKE >200
[A%*"]-PfRIf(327-340) KMKKALQYIKLLKE >200
[A*"-PfRIf(321-327) MKKALQYIKLLKE >200

PfRIf(327-334) RYRRKKK >200
[A%*"]-PfRIf(334-340) KMKKALQY >200
PfRIf(328-340) YIKLLKE ~ >200
[A%*Y-PfRif(327-334) KKMKKALQYIKL 100
[A¥']-PfRif(334-340) RKKKMKKALQY 200
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K,Ahx,C, 6,25

Estos resultados de actividad contra bacterias y GRs permiten evidenciar que: (i) los
residuos RYRR de la region N-terminal de [A**']-PfRif (321-340) no son relevantes para
la actividad antibacteriana de la secuencia, ya que el péptido truncado [A**']-PfRif (325-
340) que no contiene estos aminodcidos, present6 actividad antibacteriana y potencial
bactericida similar al de la secuencia original (Tabla 4). Sin embargo, los residuos RYR si

parecen ser determinantes para la actividad hemolitica, ya que al removerlos se obtuvo
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un péptido antibacteriano y no hemolitico (Tablas 4 y 5). Curiosamente, remover estos
residuos de forma paralela con residuos de la region C-terminal no reduce el efecto
hemolitico de la misma manera, pero si da lugar a la pérdida de actividad antibacteriana
indicando que los aminoacidos de la region C-terminal: (i) son cruciales para la actividad
antibacteriana vy (ii) le confieren selectividad a la secuencia, pero solo en ausencia de los
residuos RYR. Por otro lado, al remover la Lys*® (péptido [A*']-PfRif (326-340)), la
actividad antibacteriana decayé (CMI > 100 uM), mostrando que este residuo podria ser
critico para la actividad. Interesantemente al remover las Lys**® y Lys®** (péptido [A®*']-
PfRif (326-340)), se observé actividad nuevamente (CMI = 100 pM). Estos resultados son
indicio de que otras propiedades, mas alla de la secuencia primaria y la longitud, podrian

estar involucradas en la actividad antibacteriana de estas secuencias.

Remover la region RKKK en [A®']-PfRif (324-340) gener6 el péptido inactivo (CMI > 100
uM) [A%Y-PfRIf (328-340) de 13 residuos (Tabla 4). En adicion, los péptidos mas cortos
(menos de 13 residuos) no presentaron actividad antibacteriana independientemente de
la region del péptido original abarcada indicando que una reduccion importante en la
longitud (= 45%) conduce a secuencias inactivas.

9.4 Evaluacion del potencial terapéutico de los péptidos
derivados activos

La selectividad de los péptidos contra bacterias Gram-negativas (particularmente contra
E. coli) es interesante debido a la relevancia de esta especie en la resistencia bacteriana.
Particularmente, la actividad de [A*']-PfRif (324-340) contra E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 27853 es de suma importancia, ya que estas dos especies hacen parte
del listado, publicado por la Organizacion Mundial de la Salud, de los patégenos que
tienen prioridad respecto a la investigacién y desarrollo de nuevos antibidticos: las
especies de bacterias se han clasificados como prioridad alta (S. aureus, E. faecalis,
entre otros) y prioridad critica (E. coli y P. aeruginosa, entre otros) (111). Adicionalmente,
es mas usual la aparicion de candidatos contra bacterias Gram-positivas que contra

bacterias Gram-negativas, lo que le confiere un interés particular a estas secuencias (22).
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Con base en lo anterior, se evalué la actividad antibacteriana de los péptidos contra otras
cepas de E. coli. Los resultados muestran que los péptidos [A*']-PfRif (324-340), [A**']-
PfRIf (325-340) y [A**']-PfRif (327-340) presentaron actividad antibacteriana contra tres
de las cuatro cepas evaluadas (Tabla 6). Los péptidos no presentaron actividad
antibacteriana contra E. coli ATCC 11775 a las concentraciones evaluadas, lo que puede
ser debido a caracteristicas particulares de la cepa. La actividad antibacteriana de los
péptidos [A®**']-PfRif (324-340) y [A%!]-PfRif (325-340) contra las cepas E. coli ML35 y E.
coli ATCC 35218 (resistente a ampicilina) fue significativa, mostrando CMI entre 3y 12,5
UM.

Tabla 6. Actividad de los péptidos antibacterianos derivados de [A%!]-PfRif (324-30)
contra diferentes cepas de E. coli.

Péptido o Actividad antibacteriana CMI (uM)/CMB (uM) | CMH IT
Antibidtico E. coli . E. coli E. coli
ATCC E'T‘éoé' Jaso>  ATCC  ATCC | GR
25922 35218 11775
[A%Y]-PfRif(321-340) | 25/50 25/25 6/6 >100/- | 1,56 0,083
[A%Y]-PfRif(324-340) | 25/25 3/3 6/6 >100/- |>200 >17,4
[A%Y]-PfRif(325-340) | 25/25 6/12,5 12,5/25 >100/- |>200 >13,7
[A%Y]-PfRif(327-340) | 100/100 25/50 25/50 >100/- |>200 >4
Ciprofloxacina* 0,008/- 0,004/- 0,008/- 0,016/- - -
Gentamicina* 0,5/- 0,5/- 0,5/- 0,5/- - -
Ampicilina* <0,016/- <0,016/- >16/- <0,016/- - -

Valores CMI y CMB = 1 dilucién
El IT se calculé con la CMI promedio contra las cepas de E. coli ATCC 25922, ML35 y
ATCC 35218

Esta actividad contra la cepa resistente a ampicilina es muestra de la utilidad de estas
secuencias como PAMs para combatir bacterias con mecanismos clasicos de resistencia
frente a los antibiéticos convencionales (21), una de las razones que hace a los PAMs
moléculas de gran interés en investigacion clinica (48). Ademas, la CMI de [A%**']-PfRif
(324-340) y [A®*']-PfRIif (325-340) contra ésta cepa presenta valores interesantes (6,25 y
12,5 uM respectivamente), ya que se ha propuesto que en general un requisito para que
un antimicrobiano pueda ser evaluado en ensayos clinicos es tener valores CMI £ 16
Mg/mL o <16 uM (112).
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Debido a que ninguno de los péptidos activos mostré actividad hemolitica a las
concentraciones evaluadas el valor IT incrementd considerablemente, pasando de 0,083
a valores por encima de 4. Estos resultados indican que los péptidos [A*']-PfRif (324-
340) y [A®Y-PfRif (325-340) son candidatos terapéuticos mejorados de [A**']-PfRif (321-
340). Sin embargo, los resultados obtenidos en el proceso de sintesis, la pureza y los
ensayos de actividad antibacteriana y hemolitica sugieren superioridad del péptido [A®*]-
PfRif (324-340) como candidato para el desarrollo de agentes terapéuticos contra

infecciones causadas por E. coli (Tablas 2, 4y 6).

Ahora bien, la posibilidad de administrar los PAMs en combinacion con antibiéticos
convencionales es un aspecto que ha venido cobrando relevancia (41, 113), Por ésta
razén, se evalud in vitro el efecto sinérgico de los péptidos con antibioticos mediante el
método de tablero de ajedrez (114, 115).

Tabla 7. Sinergia de los péptidos antibacterianos derivados de [A*']-PfRif (324-30)
con antibidticos contra E. coli 25922.

CMI CMl en indice

Péptido / Antibi6tico individual combinacién CIF CIF Interpretacion
[A®*']-PfRif(324-340)/ C 25/0,008 25/0,016 1/2 3 Indiferencia
[A®¥Y-PfRIf(325-340)/ C  25/0,008 25/0,016 1/2 3 Indiferencia
[A®Y-PfRIf(327-340)/ C  100/0,008 100/0,016 1/2 3 Indiferencia
[A¥Y-PfRIf(324-340)/ G 25/0,5 6/0,13 0,25/0,25 0,5  Sinergismo
[A®*-PfRif(325-340)/ G 25/0,5 6/0,25 0,25/0,50 0,75 Indiferencia

[A®*-PfRif(327-340)/ G 100/0,5 25/0,25 0,25/0,50 0,75 Indiferencia

C: Coprofloxacina, G: Gentamicina

Los resultados muestran que ninguno de los péptidos presentd interaccion con
Ciprofloxacina, es decir que la actividad de los péptidos no se ve favorecida o reducida
en combinacién con este antibidtico y visceversa. Los péptidos [A%**']-PfRif (325-340) y
[A%*']-PfRif (327-340) presentaron indiferencia en combinacion con Gentamicina contra E.
coli 25922. Sin embargo, su CMI se reduce cuatro veces en combinacion con este

antibidtico y la del antibiotico se reduce dos (de 0,5 a 0,25 pg/mL), lo que podria
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interpretarse de forma cautelosa como un efecto aditivo, es decir la sumatoria de las
actividades individuales (100). La secuencia [A**']-PfRif (324-340) mostro sinergismo con
Gentamicina (CIF = 0,5) (100, 101), su valor de CMI en combinacion con éste antibiotico
se redujo en cuantro veces (de 25 a 6,25 puM), al igual que el de la Gentamicina en
combinacion con el péptido (de 0,5 a 0,125 ug/mL). Este sinergismo evidencia la
posibilidad de una administracién combinada para potenciar la actividad antibacteriana y

reducir la posibilidad de resistencia frente a ellos.

La actividad de los tres derivados activos contra E. coli ATCC 25922 se matuvo en
presencia de 50% de suero humano fresco (Tabla 8). Este resultado es de gran
importancia teniendo en cuenta que la inestabilidad de los péptidos bajo condiciones
fisiologicas es una de las principales limitaciones para su uso terapéutico (116), y que
algunos PAMs, pueden perder potencial antimicrobiano bajo estas condiciones (23, 41,
117).

Tabla 8. Actividad antibacteriana contra E. coli 25922 en presencia de suero
humano

CMl en
CMI en MHB presencia de
suero humano
Ciprofloxacina* 0,008 0,008
Gentamicina* 0,5 0,5
Ampicilina* <0,016 < 0,016
[A%Y-PfRIf (324-340) 25 12,5
[A%Y-PfRIf (325-340) 25 25
[A%-PIRIf (327-327) 100 100

CMI: antibiéticos en ug/mL y péptido en uM

9.5 Aproximacion al mecanismo de accion

Ensayos preliminares fueron realizados para abordar el mecanismo de accion de los
derivados de [A®*']-PfRif (321-340). A pesar de que se han reportado diversos
mecanismos de accion para los PAMs (8, 43), el principal mecanismo consiste en la
disrupcién de la bicapa lipidica (17, 46, 118, 119).
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Inicialmente, se evalué bajo microscopia de luz blanca (objetivo 100X) si las bacterias
sufrian algan cambio morfologico visible, como control de cambio debido a la accién
sobre el ADN se us6 Ciprofloxacina, antibiético reconocido por generar filamentacion
(alargamiento de los cuerpos bacterianos) (120). Aunque se sugirié que el mecanismo de
[A%*']-PfRif (321-340) podria estar asociado a la accién sobre dos blancos (ADN y
membrana bacteriana), las bacterias tratadas con los péptidos derivados mas que
filamentacion muestran un cambio morfoldgico indicativo de deterioro celular (Figura 4),
concordante con la mayor evidencia de este efecto en el péptido original [A*!]-PfRif
(321-340) (19).

= = =)

Figura 4. Microscopia bajo luz blanca de bacterias E. coli ATCC 25922. A. Sin
tratamiento, y tratadas por tres horas con B. Ciprofloxacina, C. [A*']-PfRif (324-340), D.
[A®Y-PfRIf (325-340) y [A®¥"]-PfRif (327-340) a 2xCMI.

Para corroborar el efecto de los péptidos sobre la membrana de bacterias Gram-
negativas se usO la cepa E. coli ML35, que produce la enzima B-galactosidasa
constitutivamente. La permeabilizacién de la membrana fue estudiada mediante la
hidrolisis del sustrato ONPG, la cual produce o-nitrofenol (color amarillo) (102). El

tratamiento con los péptidos generd coloracion con diferencia estadisticamente
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significativa después de los primeros 30 minutos, y para los otros derivados, después de
la primera hora de incubacién, indicando liberacién de la B-galactosidasa citoplasmatica

y por ende el efecto de los péptidos sobre la membrana interna de E. coli ML35.

El péptido [A*']-PfRif (324-340) presento el efecto membranolitico mas rapido de los
derivados, lo que nuevamente le confiere una ventaja como candidato terapéutico.
Curiosamente, el comportamiento de la cinética de [A*']-PfRif (324-340) es un poco
diferente a la de la secuencia original, con un incremento de permeabilizacion mas
lento en funcion del tiempo pero con sefiales mas altas luego de las 4,5 h y un
maximo de permeabilizacion a las 6,5 h de tratamiento. Cinéticas de permeabilizacidén
mas rapidas han sido reportadas (102) pero, considerando la barrera que suponen la
membrana externa y la pared de la bacteria en E. coli (89), seria interesante evaluar esto

mas a profundidad en estudios futuros.

—e—No tratadas —e—Cecropina
[A331]-PfRif(321-340) —e—[A331]-PfRif(324-340)
[A331]-PfRif(325-340) [A331]-PfRif(325-340)
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Figura 5. Permeabilizacién de la membrana de E. coli ML35. Los péptidos fueron
evaluados 1xCMI contra E. coli ML35. Cecropina fue usada como control positivo de
permeabilizacion.

Los resultados obtenidos indican que el péptido [A**']-PfRif (324-340) es candidato
promisorio para su uso como agente antibacteriano, este péptido de 17 residuos presento
mayor pureza cromatogréafica, actividad antibacteriana contra la mayoria de las cepas

evaluadas, fue mas potente contra E. coli y P. aeruginosa. Ademas, esta secuencia tiene



50

el mayor IT, efecto sinérgico con Gentamicina y su actividad se mantiene en presencia de
suero humano.

Se evalué la actividad citotoxica de los péptidos antibacterianos contra dos lineas
celulares humanas (HepG2 y HT29). La cantidad de células de cada linea fue
seleccionada a través de un anélisis preliminar (dilucion 1:2 desde 1x10° células/pozo
hasta 3900 células/pozo). En este analisis se tuvo en cuenta que las células no se
hubieran despegado y que cuando se retirara el sobrenadante no se estuvieran
removiendo los cristales de Formazan. No se encontro diferencia estadisticamente
significativa entre las células tratadas con la secuencia [A*']-PfRif (324-340) o [A%*']-
PfRif (325-340) a concentraciones de 1xCMI y 2xCMI (teniendo como referencia la
actividad contra E. coli ATCC 25922). Sin embargo, la secuencia [A**']-PfRif (327-340) si
mostré efecto citotdxico dependiente de la concentracion contra la linea celular HT29.

O células Iniciales M Sin tratamiento

O [A331]-PfRif(324-340) 1xCMI B [A331]-PfRif(324-340) 2xCM|

[ [A331]-PfRif(325-340) 1xCMI [ [A331]-PfRif(325-340) 2xCM|
2.0 - [@[A331]-PfRif(327-340) 1xCMI W [A331]-PfRif(327-340) 2xCMI

B Muertas

=
(9]
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+

Abs (540 nm)
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Figura 6. Actividad citotoxica de los derivados de [A®**']-PfRif (321-340). Células
HepG2 y HT29 tratadas con los péptidos derivados a 1xCMI y 2xCMI. Se muestra el
promedio de dos ensayos independientes realizados por triplicado.

La ausencia de efecto citotoxico de los péptidos [A**']-PfRif (324-340) y [A*']-PfRif (325-
340) contra las lineas celulares HepG2 y HT29 podria indicar ausencia de actividad

contra células de mamiferos a las concentraciones cercanas a la CMI para [A*']-PfRif
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(324-340) o [A®¥]-PfRif (325-340). Esto podria ser indicio de alta selectividad contra
células procariotas, donde lineas celulares como estas se usan como modelo eucariota
(121). Sin embargo, HepG2 y HT29 provienen de tejidos cancerigenos (HepG2 de
carcinoma hepético y HT29 de cancér de célon), y la composicion fosfolipidica de este
tipo de células le confiere carga negativa a la cara externa de la membrana lipidica (122),
por lo que la actividad del péptido [A**!]-PfRif (327-340) contra ellas podria ser indicio de
actividad anticancerigena por parte de estas secuencias. Actividad que se ha reportado
para varios PAMs (47, 123-126). Esto abre las puertas a la investigacién de otra posible

aplicacion terapéutica para estas secuencias y debera ser investigado mas a fondo.

9.6 Propiedades fisicoquimicas de las secuencias
peptidicas

Con el fin de estudiar la relacion entre algunas caracteristicas fisicoquimicas de los
péptidos y su actividad biolégica, se empled espectroscopia de DC y analisis
bioinformatico predictivo con el programa APD3 y (Tabla 9 y Figuras 7 y 8). De acuerdo
con este analisis, la carga de los péptidos disminuyo respecto a la del péptido original,
[A*Y-PfRIf (321-340), variando entre +2 y +8, mientras que el porcentaje de aminoacidos
hidrofébicos estuvo entre 0 y 46%, y la hidrofobicidad medida como hidropatia GRAVY
entre -3,79y 0,331 (Tabla 9).

Como se observa en la Tabla 9, al disminuir la longitud de los péptidos truncados en la
region N-terminal: (i) se reduce la carga y (ii) aumenta la hidrofobicidad (%0AH y GRAVY).

Para los demas péptidos no hay un patrén definido en estas caracteristicas.

Se ha reportado que en general una menor carga en los PAMs reduce su actividad
antibacteriana (37), para los péptidos [A**']-PfRif (324-340) (+8) y [A*']-PfRif (325-340)
(+7) este comportamiento no se observd. En el caso del péptido [A**']-PfRif (327-340) se
evidencié una reduccion de actividad antibacteriana que podria estar relacionada con la
reduccion de carga de +10 hasta +5. A pesar de disminuir, la carga de las secuencias
activas se mantuvo dentro del rango descrito para la mayoria de PAMs (+2 a +9), lo que
permite que sean atraidos electrostaticamente por las superficies microbianas (cargadas

negativamente) (37, 67).
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Tabla 9. Prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos derivados
de [A®Y]-PfRif (321-340).

Péptido Secuencia L Cnaert%a :\/& :I(gg)p?\?:(l EH
[A¥1-PfRIf(321-340) | YRRKKKMKKALQYIKLLKE [20 +10 30 -1,54  Si
[A%Y]-PfRif(324-340) RKKKMKKALQYIKLLKE |17  +8 35 -1,20  Si
[A*Y-PfRIf(325-340) KKKMKKALQYIKLLKE |16  +7 37 -1,00 Si
[A%Y]-PfRif(326-340) KKMKKALQYIKLLKE |15 +6 40 -0,81 Si
[A%Y-PfRif(327-340) KMKKALQYIKLLKE |14 +5 42 -0,59 Si
[A%Y-PfRIf(328-340) MKKALQYIKLLKE [13 +4 46 0,33  Si

PfRif(321-327) | RYRRKKK 7  +8 0 -3,79 No
[A%Y]-PfRif(327-334) KMKKALQY 8 +4 37 1,12 Si

PfRif(334-340) YIKLLKE | 7 +3 42 -0,07  No
[A%Y]-PfRif(326-337) KKMKKALQYIKL 12 +6 41 -0,71  Si
[A%Y-PfRIf(324-334) RKKKMKKALQY 11 +7 27 1,94  Si

L: Longitud, %AH: Porcentaje de aminoécidos hidréfobos, EH: Posible estructural a-
hélice

A partir de la informacion recolectada con las secuencias truncadas en el extremo N-
terminal, tanto de predicciébn como de actividad antibacteriana y hemolitica, se sugiere
que incrementos en la hidrofobicidad acompafiados de reduccion de carga y longitud dan
lugar a la pérdida de actividad antibacteriana y hemolitica.

Al parecer se requiere una longitud superior a 13 residuos en la secuencia para que se
presente actividad antibacteriana, ya que el péptido de 13 residuos PfRif (328-340) y los

derivados mas cortos fueron inactivos (Tabla 4).

La conformacion a-helicoidal ha sido asociada con la actividad para la mayoria de PAMs;
por ejemplo, en la base de datos APD3, del 41,5% de los péptidos con estructura
conocida, el 18,8% involucran estructura a-hélice, siendo asi la conformacién estructural
(http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic structure.php). Ademas, se

mas comun

requiere una longitud minima para que un péptido pueda presentar estructura helicoidal;
por ejemplo, en Heliquest se requieren al menos 8 residuos para la proyeccion de la

hélice (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py) y APD3 predijo
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conformacion a-helicoidal solo para los péptidos que cuentan con esta longitud, es decir
para ocho de las 10 secuencias derivadas. Por otra parte, mediante DC se encontraron

elementos de estructura secundaria a-hélice para seis de esas ocho secuencias con
estructura a-helicoidal predicha.

[A331)-PfRif (321-340) | PfRif (324-340)
50000 - RYRRKKKMKKALQYIKLLKE ! 50000 - RKKKMKKALQYIKLLKE
.% -50000 - | s -50000 -
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Figura 7. Espectros de dicroismo circular del péptido original [A**']-PfRif (321-340)
y de sus derivados truncados en el extremo N-terminal. Con linea punteada se
muestra resaltado el espectro de la secuencia original. Con linea continua los de los
péptidos derivados con actividad antibacteriana. Se estudiaron los posibles elementos

de estructura secundaria en: (i) PBS 1X (linea azul). (i) TFE (30%) (linea roja) y (iii) SDS
10mM (linea verde).
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La presencia de elementos de estructura secundaria se estudié mediante DC en tres
solventes distintos, en PBS 1X (simulando las condiciones fisiolégicas), en presencia de
TFE (como ambiente hidrofébico y estabilizador estructural) y en presencia de 10 mM de
SDS (mimetizando el entorno cargado negativamente de las superficies bacterianas), ya
gue se han observado diferencias espectrales en estos medios que podrian estar
asociados con la actividad de PAMs (33, 41, 127).

Los espectros de dicroismo circular se obtienen de la regién del ultravioleta lejano (180-
250nm), dado que las sefiales en esta regidbn son muy sensibles a los cambios
conformacionales (128). En los espectros en esta region, todas las secuencias revelaron
una conformacion desordenada en PBS, esto no es de sorprender ya que es el patron
usual de los PAMs en solucién (33, 41, 129).

La tendencia a-helicoidal del péptido [A**']-PfRif (321-340) fue apreciable en presencia
de TFE y SDS (Figuras 7 y 8). Sin embargo, el espectro parece ser una sumatoria de
esta tendencia con una tendencia estructural desordenada (random coil) que reduce la
banda positiva caracteristica de a-hélice alrededor de 191 nm y genera mayor intensidad
negativa de elipticidad en una de las dos bandas negativas caracteristicas de la

conformacion estructural a-hélice respecto a la otra (130).

En los péptidos truncados progresivamente en la region N-terminal se mantiene la
tendencia a-hélice en presencia de TFE y SDS, evidenciada por las sefales negativas en
~208 nm y ~222 nm, caracteristicas de esta tendencia estructural (130), incluso con
mayor simetria que en la secuencia original. El péptido [A**']-PfRif (328-340) de 13
residuos muestra menor tendencia a-helicoidal en SDS que en TFE, ésta reduccion
conformacional en el ambiente cargado negativamente podria explicar la pérdida de
actividad en esta secuencia y podria relacionarse con la disminucion de la carga hasta
+4, indicando menor capacidad de interaccién con membranas cargadas negativamente,

hipotesis consecuente con previos reportes (37, 55, 118).
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[A331]-PfRif (321-340)
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Figura 8. Espectros de dicroismo circular del péptido [A*']-PfRif (324-340) y sus
derivados sintetizados con longitud menor a 13 aminoacidos. Con linea punteada se
muestra resaltado el espectro de la secuencia original. Se estudiaron los posibles

elementos de estructura secundaria en: (i) PBS 1X (linea azul). (ii) TFE (30%) (linea roja)
y (iii) SDS 10mM (linea verde).
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La secuencia [A*!]-PfRif (326-340) a pesar de mostrar una conformacién a-hélice muy
marcada en TFE y tener una carga superior a la de [A%!]-PfRif (327-340), tuvo una CMI
por encima de 100 pM.

Por otro lado, los péptidos méas cortos (Figura 8) mostraron una tendencia estructural
distorsionada en los tres solventes, solo algunos de ellos conservan algo de tendencia a-
hélice en TFE, mientras que en PBS y SDS se aprecia el comportamiento espectral
caracteristico de la estructura desordena (principalmente una banda negativa entre 195 y
210 nm) (130). Esto respalda la importancia de la conformacion a-hélice para la actividad
antibacteriana y que la longitud es relevante para esto, al igual que la presencia de los
residuos **IKLLKE**° de la regién C-terminal.

Asi, las secuencias que mostraron elementos de conformacién a-hélice en presencia de
TFE y SDS fueron: [A¥Y-PfRif (324-340) (activa CMI 25 pM), [A®']-PfRif (328-340)
(inactiva), [A*']-PfRif (325-340) (activa CMI 25 pM), [A*Y]-PfRif (326-340) (activa pero
con CMI >100 pM), [A**']-PfRif (327-340) (activa con CMI 100 puM), [A**']-PfRif (326-337)
(inactiva).
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[A331]-PfRIf (321-340)
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Figura 9. Representacion de la hélice anfipatica de [A*!]-PfRif (321-340) y sus
derivados con tendencia a-helicoidal. En la parte inferior se muestra el momento
hidrofébico (uH) como medida de anfipaticidad. El color amarillo indica los amino&cidos
no polares y el azul los aminoacidos polares.
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La reduccién de actividad hemolitica con la reduccion de la longitud de la secuencia
(observada en éste estudio) se ha reportado antes, donde derivados cortos de PAMs han
mostrado una reduccién muy importante en su actividad toxica contra GRs respecto al
péptido original, en ocasiones con aumento o disminucion de su actividad antibacteriana
(131, 132). Parece ser entonces, que la secuencia primaria de estos péptidos y su
tendencia conformacional son los principales factores implicados en la actividad vy
selectividad de las secuencias, esta relacion estructura-funcion es muy comun en los
estudios con PAMs (16, 55, 106, 127, 133).

A partir de los resultados de DC y actividad antibacteriana y hemolitica, se quiso evaluar
si la anfipaticidad también podria tener alguna influencia en la actividad de las
secuencias. Para esto se calculd el momento hidrofébico (UH) y se representd la
proyeccion helicoidal de las secuencias (Figura 9).

Los péptidos que presentaron actividad contra E. coli ATCC 25922 presentaron
incremento en la hidrofobicidad y mayor anfipaticidad respecto al péptido original (Tabla 9
y Figura 9).

Los resultados sugieren que la presencia de las Lys*’ y Lys*® en el extremo N-terminal
pueden ser cruciales para la actividad y selectividad de las secuencias al generar
disrupcién en la cara hidrofébica de la hélice anfipatica (representada en amarillo en la
Figura 9), pues estos dos residuos estan presentes simultdneamente en todos los
péptidos con actividad antibacteriana y, en general, ausentes en los inactivos, lo que
concuerda con reportes previos, donde péptidos que tienen anfipaticidad imperfecta han
presentado mayor actividad antibacteriana selectiva que los péptidos que tienen
anfipaticidad perfecta (49, 56, 134). Esta disrupcién causada por aminoacidos cargados
positivamente en la cara hidrofébica de las a-hélices anfipaticas puede favorecer la
insercién de esta regién en bicapas lipidicas cargadas negativamente para la posterior
interaccion de los aminoacidos no polares con las cadenas hidr6fobas de estos
fosfolipidos (56, 134, 135).
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10. Conclusiones

Se obtuvieron tres péptidos cortos con actividad antibacteriana contra la cepa E. coli
ATCC 25922 que no fueron hemoliticos: [A**']-PfRif (324-340), [A**']-PfRif (325-340) y
[A*Y-PfRIf (327-340), lo que indica un incremento en su indice terapéutico respecto al
péptido original. Los cuatro residuos de la region N-terminal de la secuencia [A**']-PfRif
(321-340), es decir RYRK, no son relevantes para la actividad antibacteriana de la
secuencia, pero los residuos RYR si son relevantes para su actividad hemolitica ya que
al removerlos se pierde dicha actividad.

El péptido [A*¥Y-PfRif (324-340): RKKKMKKALQYIKLLKE, de 17 amino&cidos con
actividad antibacteriana contra E. coli y P. aeruginosa es el mejor candidato de este
estudio, pues fue el producto sintético activo de mayor pureza cromatografica, la
ausencia de actividad hemolitica y su potencial antibacteriano le confieren a esta
secuencia el mayor IT, mejorado en mas de 200 veces respecto a la molécula original
([A®*']-PfRif (321-340)), y que es soportado por la ausencia de actividad citotéxica contra
las lineas celulares humanas. Caracteristicas adicionales como su actividad contra una
cepa resistente a Ampicilina, su selectivo efecto membranolitico, su sinergismo con
Gentamicina y la estabilidad de su actividad en presencia de suero humano indican que

este es un candidato potencial para ser usado en terapia clinica.

Adicionalmente, las caracteristicas fisicoquimicas que parecen gobiernan la actividad
biologica de esta secuencia son su conformacién a-helicoidal, y en menor medida, su
carga e hidrofobicidad. Ademas, la presencia de dos lisinas en la cara no polar la hélice a

anfipatica parece ser crucial para la actividad de la secuencia.
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Anexo A: Productos de sintesis quimica. A) Resumen
de la sintesis B) Cromatograma HPLC y C) espectro de
masas.
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