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Dojo Kun

Buscar la perfeccion del caracter.

El camino de la verdad y la honestidad.
La constancia y el esfuerzo.

El respeto a los demas.

Frenar el comportamiento violento.

Uno debe progresar. Aprende a entrenar siempre tu mente por delante de tu
cuerpo. No trates de ser mejor que "alguien”, trata de ser el mejor, y recuerda que
en la manera que entrenes sera en la manera en que reacciones. “Bruce Lee”

El hombre combate con su espiritu. Sus manos y sus armas no son mas que una
extension de su voluntad, y el error mas grande de nuestra época es creer que el
eguipamiento puede remplazar al espiritu. Gichin Funakoshi

Los grandes obstaculos y la oscuridad que te limita a alcanzar tus suefios esta en
tu cabeza. Ludwig calderon
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RESUMEN

TITULO: DISENO, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NUEVOS PEPTIDQS ANALOGOS DE
TOXINAS DE VENENOS DE ESCORPIONES CON POTENCIAL ANTIBIOTICO FRENTE A
Escherichia coli O157:H7 Y Staphylococcus aureus RESISTENTE A LA METICILINA (SARM)

AUTOR: Calderén Roa Ludwig”™
PALABRAS CLAVE: Actividad antimicrobiana, sintesis de péptidos, toxinas escorpion.
DESCRIPCION:

Las toxinas de escorpiones han sido ampliamente utilizadas en el area de la medicina, no sélo
como compuesto biolégicos con potencial téxico, sino que su uso se ha extendido también al
tratamiento de mudltiples enfermedades. En este trabajo de investigacion, se disefiaron cinco
péptidos sintéticos basados en estructuras de toxinas provenientes del veneno de escorpion con
potencial antimicrobiano utilizando herramientas bioinforméticas. A continuacion, se llevo a cabo la
sintesis de péptidos en fase sdlida utilizando la metodologia de sintesis Fmoc. Los péptidos se
desalinizaron y se eliminaron las deleciones mediante cromatografia utilizando las fases
estacionarias Sephadex G-10 y Sepac C18. Posteriormente, los péptidos se purificaron por
cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC), y caracterizaron e identificaron por
espectrometria de Masas con Desorcién-lonizacion con Laser asistida por Matriz con detector de
tiempo de vuelo (MALDI-TOF/TOF) usando una matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHA).
Finalmente, los péptidos fueron evaluados frente a bacterias patdgenas de Escherichia coli
0157:H7 y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). En general, los péptidos
demostraron propiedades inhibitorias frente a las bacterias patégenas. En consecuencia, los
resultados obtenidos en este estudio sugieren que la comunidad de toxinas de escorpiones es
extensa, diversa, y constituye una potencial fuente para el desarrollo de nuevos compuestos
antimicrobianos.

" Proyecto de grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Torres Saez.
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ABSTRACT

TITLE: PRELIMINARY ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF TYPE | PKS GENES IN
ACTINOMYCETES ISOLATED FROM LEAF CUTTER ANTS Atta cephalotes.

AUTHOR: Calderén Roa Ludwig ~
KEYWORDS: Antimicrobial activity, synthesis of peptides, scorpion toxins
SUMMARY

Toxins from scorpions have been widely utilized in medicine area, not only as compounds with toxic
potential, if not its use has been also extended to treatment of several diseases. In this research
work, five peptides based on toxin structures from scorpion venom with antimicrobial potential were
designed using bioinformatics tools. Then, peptide synthesis by solid phase chemistry was carried
out using Fmac synthesis methodology. Synthesized peptides were desalted and deletions were
eliminated through chromatography using Sephadex G-10 and Sepac C18. Subsequently, peptides
were purified by reverse phase-liquid chromatography (RP-HPLC), characterized and identified by
Mass Spectrometry with Matrix Assisted Laser Desorption-lonization with time of flight detector
(MALDI-TOF/TOF) using a-ciano-4-hydroxycinnamic acid (CHA) as matrix. Finally, peptides were
evaluated against pathogen bacteria Escherichia coli 0157:H7 and Methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). In general, these peptides demonstrated inhibitory properties
again pathogen bacteria. In consequence, obtained results in this study suggest that scorpion toxin
community is extensive, different and constitutes a potential source for development of new
antimicrobial compounds.

" Degree work
™ Science Faculty, School of Chemistry. Director: Rodrigo Torres Saez.
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INTRODUCCION

Una de las macromoléculas biolégicas mas importantes de las células son las
proteinas, las cuales estdn compuestas por pequefias unidades llamadas
aminodacidos. Estos estan constituidos principalmente por 20 tipos diferentes que
en combinacion son capaces de alcanzar una diversidad de estructuras, funciones
y propiedades muy sorprendentes. Los amino&cidos se encuentran estructurados,

lo cual les permite alcanzar cuatro niveles de organizacion estructural [1]

El ordenamiento de aminoacidos de una proteina (secuencia) es conocida como la
estructura primaria. Las estructuras generadas por la interaccién entre grupos N-
Hy C=0 de la cadena principal definen la estructura secundaria; Algunos de los
mas importantes tipos de estructuras secundarias se encuentran los giros 3, las
hojas B y las hélices a. En los giros B normalmente solo se ven involucrados 3 o 4
residuos de aminoacidos, los cuales dan origen al giro formado por la interaccion
entre residuos separados por una o dos posiciones. En las hojas B, el patrén de
enlaces de hidrégeno involucra segmentos extendidos en la cadena peptidica. Las
hélices a tiene una organizacion helicoidal por la interaccion consecutiva por
enlace de hidrégeno entre el grupo —NH de cada residuo i con el grupo C=0 de

cada residuo i+4. [2]

La estructura terciaria se refiere a la organizacion espacial de los elementos de
estructura secundaria de la cadena polipeptidica. La estructura cuaternaria se
refiere a la organizacion de varias cadenas polipeptidicas en un solo complejo
(Figura 1).
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Figura 1. Estructura de una proteina definida por cuatro niveles estructurales:
estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura

cuaternaria.
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El disefio de péptidos y proteinas se ha enfocado normalmente en obtener
complejos pequefios, con el objeto de entender los mecanismos que producen la
estabilidad de las proteinas. Posteriormente, este objetivo se ha ampliado hasta
también a conferirles propiedades y actividades especificas. En este sentido, los
métodos de sintesis quimica de péptidos y la expresion de proteinas
recombinantes han permitido manipular las secuencias peptidicas para obtener

nuevas proteinas, como nuevas modificaciones de las proteinas naturales [3,4]

Con el aumento del conocimiento por el cual las proteinas se organizan en su

estructura molecular, se hace cada vez mas necesario la introduccion de
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algoritmos computacionales en el disefio de nuevos péptidos y proteinas estables

0 con nuevas funciones. [5]

La gran variedad de funciones que tienen los péptidos y las proteinas en la
naturaleza va relacionada con la forma en que va interaccionando con otros

elementos. [6]

Uno de los desafios del disefio de nuevas proteinas es la introduccién de
pequefias moléculas o cofactores dentro de su estructura. La actividad de muchas
enzimas estd relacionada con la presencia en sus estructuras de moléculas
pequefias, tanto organicas como inorganicas. Se han disefiado proteinas capaces
de unir metales o algunas moléculas organicas como flavinas o grupos hemo. [7]

En este sentido, los péptidos con actividad antibacteriana son componentes
conservados evolutivamente, estan presentes en la respuesta inmune innata y se
encuentran entre todas las clases de vida. Existen diferencias fundamentales entre
las células procariotas y eucariotas que pueden representar posibles dianas para

péptidos antimicrobianos.[8]

Estos péptidos son potentes antibidticos de amplio espectro, que demuestran
potencial como nuevos agentes terapéuticos. Los péptidos antimicrobianos han
demostrado utilidad para matar bacterias Gram positivas y Gram negativas
(incluyendo cepas que son resistentes a los antibidticos convencionales),
micobacterias (incluyendo Mycobacterium tuberculosis), virus con envoltura,

hongos y células cancerigenas.
A diferencia de la mayoria de los antibiéticos convencionales, los péptidos

antimicrobianos tienen también la capacidad de mejorar la inmunidad al funcionar

como inmunomoduladores.[9]
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Figura 2. Estructuras secundarias

Los péptidos antimicrobianos son un grupo unico y diverso de moléculas, que se
dividen en subgrupos sobre la base de su composicion de aminoacidos y
estructura. Los péptidos antimicrobianos estan conformados generalmente entre
12 y 50 aminoacidos. Estos péptidos incluyen dos o mas residuos cargados
positivamente, carga conferida principalmente por arginina, lisina o, en ambientes
acidos, histidina, y una gran proporcion (generalmente> 50%) de residuos
hidréfobos. Las estructuras secundarias de estas moléculas antimicrobianas
pueden ser divididos en 4 grupos estructurales: i) a-helicoidal, ii) B-cadena debido
a la presencia de 2 o mas enlaces disulfuro, iii) B-horquilla o bucle debido a la
presencia de un unico enlace disulfuro y / o ciclacion de la cadena peptidica, y iv)
extendidos. [10,11]

Muchos de estos péptidos son no estructurados en solucion libre, y se pliegan en
su configuracion final cuando interactian con las membranas bioldgicas.
Contienen residuos de aminoéacidos hidrofilos alineados a lo largo de un lado y los
residuos de aminoacidos hidrofobos alineados a lo largo del lado opuesto de una

molécula helicoidal. Este anfipaticidad de los péptidos antimicrobianos permite su
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particiébn en la bicapa lipidica de la membrana. La capacidad para asociarse con
las membranas es una caracteristica definitiva de los péptidos antimicrobianos.
Estos péptidos tienen una variedad de actividades antimicrobianas que van desde
la permeabilizacion de la membrana a la accién de una serie de diferentes dianas

citopldsmicas. [12]

El modo accién por el cual los péptidos antimicrobianos matan las bacterias es
muy diverso e incluye perturbacion de las membranas, interferencia del

metabolismo, e interaccidén con componentes citoplasmaticos.

El contacto inicial entre el péptido y el organismo objetivo es electrostatico. Como
la mayoria de las superficies bacterianas son anidnicas, o hidrofébicas, los
péptidos antimicrobiano se caracterizan por tener una composicion aminoacidica
qgue le da una anfipaticidad, carga catidnica y tamafio molecular adecuado para
permitir un ataque e insercion en bicapas de membrana plasmética actuando por
mecanismos a través de la formacion de poros de 'barril-bastén’, ‘alfombra’ o poro-
“toroidal".[13]

Alternativamente, pueden penetrar en la célula para unirse a moléculas
intracelulares que son cruciales para la vida celular. En general, la actividad
antimicrobiana de estos péptidos se determina mediante la mediciéon de la
concentracibn minima inhibitoria (CMI), que es la concentracion mas baja de

farmaco que inhibe el crecimiento bacteriano.

Aqui, consideramos, por primera vez, el uso de péptidos antimicrobianos (PAM)
como moléculas de reconocimiento para las bacterias en un ALF. Los PAM se
distribuyen ampliamente en las especies de bacterias, protozoos, hongos, plantas
y animales multicelulares, y se han descubierto hasta la fecha mas de 1.200
diferentes péptidos de origen natural. Los PAM son generalmente pequefos,

compuestos por entre 15 y 45 aminoacidos con carga positiva y anfipaticos. La
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mayoria de PAM muestra una actividad de amplio espectro, y debido a su amplia
capacidad de union a membranas pueden ser explotados para la deteccion

especifica de bacterias. [14]

Se han usado varios métodos para determinar los mecanismos de la actividad de
los péptidos antimicrobianos. En particular, los estudios de RMN de estado soélido
han proporcionado una explicacion a nivel atomico de la disrupcion de la

membrana por los péptidos antimicrobianos. [15]
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1 GENERALIDADES

Los escorpiones, conocidos desde tiempo inmemorial como animales altamente
toxicos siempre temidos por el hombre, han vivido casi sin modificaciones
morfologicas por mas de 350 millones de afos y se han adaptado a todos los
cambios climaticos que ha venido sufriendo la tierra desde entonces. Solo
recientemente se han comprendido, en parte, los mecanismos que explican la
extrema letalidad de sus venenos, con el uso conjunto de técnicas fisiologicas y de
ingenieria de proteinas. Los escorpiones poseen un par de glandulas venenosas
localizadas a nivel del telson, en el extremo distal del abdomen, que termina en un

aguijon.

El veneno es una secrecion apocrina, compuesta quimicamente por una variedad
de compuestos proteicos (neurotoxinas, enzimas como la hialuronidasa,
fosfolipasa A2, acetilcolinesterasa, proteasas, etc. y proteinas estructurales),
indoles y aminoazucares (Zavaleta, 1983) y péptidos de bajo peso molecular,
activos sobre canales de Na', K*, Ca®", y CI', que modifican la excitabilidad

celular. [16]

Las neurotoxinas son los principales compuestos toxicos del veneno de escorpion,
capaces de actuar sobre una amplia variedad de seres vivos, produciendo la
paralisis de presas como insectos, arafias y crustaceos; sin embargo, en el
hombre, el efecto del veneno puede ser inocuo o fatal, dependiendo de la especie
que se trate. Es asi que los escorpiones mas peligrosos para el hombre
pertenecen a los géneros Tityus (Norte y Sudamérica), Centruroides (México),
Androctomus, Buthacus, Leiurus, Buthotus y Buthus (Mediterraneo y norte de

Africa) y Parabuthus (Sudéfrica). En México la especies de Centruriodes son
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responsables de la muerte de personas, especialmente de nifios menores de 9
afos (Zavaleta, 1983). La letalidad de estas neurotoxinas varia segun la especie y
la evolucién que ésta haya tenido frente a su depredador y a su dieta, resultando
en algunos de los venenos mas potentes conocidos, toxinas con una muy alta

especificidad. [17]

1.2 TOXINAS

Se han generado esfuerzos para la generacion de medidas terapéuticas efectivas
(incluyendo la produccion de inmunoglobulinas especificas) para combatir el
efecto venenoso de los venenos de serpientes, las cuales son de data reciente a
pesar de que anualmente se registran fatalidades como consecuencia del
envenenamiento por estos aracnidos en paises de las regiones tropicales y

subtropicales del mundo.

Los venenos producidos por los escorpiones son mezclas complejas que
contienen entre 100 y 200 componentes, incluyendo péptidos y proteinas con
masas moleculares entre 3 y 8 kDa, los cuales son, predominantemente,
agonistas o antagonistas especificos de varios canales idnicos, entre los cuales

destacan los de Na" y K* sensibles al voltaje. [18]

Adicionalmente, se han aislado toxinas que modifican selectivamente la funcién de
canales para Ca®" y CI. Algunas de estas neurotoxinas son especie-especificas,
habiéndose aislado componentes capaces de distinguir entre canales ionicos de
vertebrados, insectos o crustaceos. Inclusive, se han identificado componentes
letales para parasitos tripanosomatideos. Otros componentes, aunque
minoritarios, como es el caso de la enzima hialuronidasa, contribuyen con la

difusion de las toxinas hacia sus blancos farmacolégicos, o como algunos
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péptidos, con actividad antimicrobiana y antifingica, protegiendo las glandulas

productoras de veneno contra el ataque de agentes patdégenos. [19]

1.3 ANTECEDENTES

En general, las toxinas aisladas de venenos de escorpiones han mostrado tener
accion sobre insectos, crustaceos y roedores, y la mayoria de ellas son toxinas
gue afectan los canales de sodio o de potasio. Considerando el efecto toxico del
veneno hacia los insectos, algunos estudios se han realizado con la finalidad de

aislar estas toxinas y evaluar su potencial uso bioinsecticida. [20]

Asi por ejemplo, Zlotkin et al. (1971) aislaron la AalT, una insecto toxina del
veneno de Androctonus australis, que aparentemente es especifica para insectos
ya que no afecta a crustaceos ni roedores. A su vez, de la misma especie
purificaron y determinaron la secuencia de aminoacidos de otro potente insecto

toxina, la AalT5.

Del veneno del escorpién Buthus martensii Karsch se han purificado y cristalizado
tres insecto-toxinas. Dos de ellas, la BmKI1 y BmKI4, muestran fuerte toxicidad en
insectos, mientras que la BmKI6 es relativamente débil. Todas ellas tienen un
evidente efecto analgésico en ratones, siendo ésta una funcion biologica nueva de

las insecto toxinas.[21]
Se han aislado también nuevas toxinas, ThIT-1 y la Th2-IT, a partir del veneno de
Tityus bahiensis. Una de ellas especifica para insectos y la otra con accion sobre

insectos y roedores.

Los venenos de escorpion se caracterizan por tener accion paralizante, bloquear

por completo la transmision neuromuscular, producir secrecion abundante y
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obstrucciones en los bronquiolos, generar contracciones de los musculos
laringeos y bronquiales que contribuyen a una paralisis respiratoria, lo que puede

producir la muerte por inhibicion del diafragma [22].

Actualmente, se sabe que las toxinas de venenos de escorpién que afectan a
insectos, se caracterizan por unirse a canales de sodio y tener de 60 a 76
aminoacidos estabilizados por cuatro puentes disulfuro. Ademas, esta familia de
proteinas mantiene una estructura conservada que esta dada por un nucleo

compacto formado por una a- hélice y tres hojas p3- plegadas.

Asi por ejemplo, mantienen esta estructura las insecto toxinas LghlT, CsSEv3 y
Lqqlll, de los venenos de Leirus quinquestriatus hebracus (Lebreton et al., 1994),
Centruroides sculpuratus (Babin et al., 1974) y Leirus quinquestriatus
quinguestriatus (Krimm et al., 1999), respectivamente. Una excepcion a esta regla
es la toxina Bj_xtrIT del veneno del escorpion Buthotus judaicus, la cual presenta

una estructura compuesta por 2 a hélices y tres hojas 3 plegadas.[23]

Por otro lado, en algunos casos, a partir de la secuencia de aminoacidos de la
insecto toxina, se ha establecido la correspondiente secuencia nucleotidica del
gen y se ha logrado expresar en E. coli. Tal es el caso de la toxina recombinante
AalT del veneno del escorpion Androctonus australis, la cual ha mostrado
toxicidad y especificidad en cultivos celulares de insectos, mas no en células

humanas.[24]

Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), especialmente la del serotipo
0157:H7, constituye un importante patégeno emergente para los seres humanos,
capaz de provocar desde una diarrea no sanguinolenta hasta una colitis
hemorragica (CH), con el sindrome urémico hemolitico (SUH) o la puarpura
trombocitopénica trombdtica. Desde su reconocimiento como patdégeno en 1982,
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E. coli O157:H7 se ha identificado como responsable de innumerables brotes y

casos esporadicos de CH y de SUH.

La presentacion clinica mas comun es la CH, caracterizada por un cuadro grave
de dolor abdominal y diarrea sanguinolenta que cursa generalmente sin fiebre y
gue aproximadamente en el 15% de los pacientes culmina con el desarrollo del
SUH. Este sindrome afecta fundamentalmente a los nifios y se caracteriza por la
presencia de anemia hemolitica microangiopética, trombocitopenia y fallo renal
agudo, que puede requerir didlisis e incluso trasplante, con una mortalidad de

entre el 5y el 10% y graves secuelas en el 12 al 30% de los pacientes.

ECEH no es un microorganismo invasivo, las verotoxinas de Escherichia coli
deben absorberse a través del epitelio intestinal para acceder a la circulacién
sistémica donde se transportan unidas a los leucocitos polimorfonucleares. De
esta manera, la toxina absorbida a través del epitelio intestinal es transportada en
la circulacion desde el colon hasta sus 6rganos diana. Concretamente, las
verotoxinas se unen al glucoesfingolipido globotriaosilceramida (receptor Gb3),
circunstancia que tiene lugar en las células endoteliales, mesangiales y epiteliales
de los glomérulos renales, ademas de otros tipos celulares, como macréfagos,
monocitos, neutrofilos y en otras localizaciones organicas, como el cerebro. Por
otro lado, La accion de las verotoxinas sobre las células endoteliales
microvasculares da lugar a una disminucion tanto de su actividad antitrombotica
como de su actividad fibrinolitica, y el dafio de la célula endotelial conduce a la
formacion de multimeros anormales del factor de Von Villebrand y la consecuente

agregacion plaquetaria y trombocitopenia.[67]

Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA (SARM)
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) es un patégeno que causa
una amplia gama de infecciones, desde la leves como infecciones localizadas de

piel, hasta las graves como sepsis bacteriana.
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Lo anterior se debe a que Staphylococcus aureus es un patdgeno versatil que
puede expresar una serie de factores de virulencia, incluyendo adhesinas por
ejemplo, de union a proteinas de fibronectina (FnBPS) y proteina A, que median la
union a las células huésped, enzimas por ejemplo proteasas y lipasas, modulinas

solubles en fenol y polisacaridos capsulares (Kaplan et al. 2005).

Algunas cepas de Staphylococcus aureus son capaces de sintetizar proteinas
extracelulares adicionales que producen su accion en zonas distantes del foco de
infeccidn. La expresion de éstas proteinas esta regulada por un gen accesorio
regulador de proteinas (agr) y pueden ser codificadas por el ADN cromosémico o

plasmidico. Entre las mas destacadas encontramos:

e e [eucocidina de Panton-Valentine: Sintetizada por el 2-3% de las cepas, ésta
compuesta por dos subunidades proteicas, la F y S, que actdan en forma

sinérgica sobre las membranas de células fagociticas.

e e Enterotoxinas: Producidas por el 30-50% de las cepas de Staphylococcus
aureus. Son termoestables y resistentes a las enzimas digestivas, siendo
responsables de intoxicaciones alimentarias con emesis y cuadros de

enterocolitis.

e o Toxina 1 del sindrome de shock toxico (TSST-1): Es una proteina
termoestable sintetizada por genes cromosomicos. Actla como un
superantigeno, induciendo la liberacion de citocinas por linfocitos T vy

macrdéfagos.

e e Hemolisinas: Se conocen cuatro, denominadas alfa, beta, gamma y delta.
Poseen capacidad hemolitica y citolitica actuando sobre determinadas células

eucariotas del huésped como plaquetas , macrofagos, fibroblastos y leucocitos.
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Las toxina alfa es la mejor estudiada, interviene en el desarrollo de edema y
dafio tisular como consecuencia como consecuencia de los cambios de

permeabilidad inducidos en las células endoteliales.

Por otro lado, la resistencia a Meticilina de Staphylococcus aureus, implica
resistencia intrinseca a todos antimicrobianos [B-lactamicos, incluidos
cefalosporinas y carbapenemes. Esta resistencia es mediada la mayoria de veces
por un gen denominado mecA que codifica la sintesis de una proteina de union a
penicilina (PBP2A) de la bacteria. Este gen se encuentra localizado en una isla
genética llamada cassette cromosdémico mec (SCCmec).

Las cepas adquiridas en la comunidad llevan el SCCmec IV a diferencia de las
circulantes dentro del hospital donde prevalecen del | al lll. Tienen un patron de
susceptibilidad antimicrobiano diferente a las cepas de origen hospitalario.
Demuestran solamente resistencia a meticilina y buen nivel de susceptibilidad a
clindamicina, cotrimoxazol y tetraciclinas. Provocan infecciones de la piel
preferentemente (85-90% de los casos) y en aproximadamentel0% causan
infecciones graves como sepsis 0 heumonia necrosante mas frecuentemente que

pueden ocasionar la muerte del paciente.

La resistencia a Meticilina no mediada por el gen mecA , implica dos mecanismos.
El primero es por la hiperproduccion de penicilinasa, las cuales sintetizan una
cantidad importante de B-lactamasa, y el segundo es mediante la modificaciéon de
las PBPs habituales en S. aureus, estas cepas presentan una modificacién en la
afinidad de sus PBPs normales frente a los B-lactamicos, lo cual puede ser debido
a la hiperexpresion de algunas de estas PBPs o la consecuencia de mutaciones

genéticas que alteren la afinidad de la proteina final por el antibiético. [66]
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1.4  PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAM’s)

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas efectoras del sistema
inmune innato, con un amplio espectro de actividad antibidtica sobre bacterias
Gram positivas, Gram negativas, hongos y parasitos. Los PAMs juegan un papel
importante en procesos anticancerigenos, inmunomoduladores, e inflamatorios,
desempefiando una funcion significativa en la patogenésis de muchas

enfermedades.[25]

Los PAMs son moléculas con una masa molecular menor de 10 KDa, y en
general cationicos, lo que significa que tienen una carga positiva a un pH
fisiolégico, debido al gran contenido de arginina y lisina (residuos cargados
positivamente) en relacion con el de acido aspartico y &cido glutdmico (residuos
cargados negativamente), generalmente, con una carga neta entre +2 y +9 y una
proporcion substancial (=30%) de residuos hidrofébicos (Povey et al., 2008).
Ademas, este caracter cationico puede ser reforzado por una amidacion en el
extremo C terminal. Frecuentemente, los péptidos antimicrobianos adoptan
estructuras anfipaticas con extremos hidrofébicos que encaran otros hidrofilicos, lo
gue les confiere propiedades para interaccionar con las membranas. [26]

Los PAMs se han clasificado de acuerdo con la estructura tridimensional en los
siguientes grupos: a) PAMs con estructura (B-plegada, b) PAMs de a-hélice, c)
PAMs ricos en cisteina d) PAMs ricos en aminoacidos regulares y e) PAMs
compuestos de aminoacidos modificados [27].

1.5 MECANISMOS DE ACCION DE LOS PEPTIDOS.
Existen diferentes estudios sobre la relacion estructura-funcion de los PAMs. Las
propiedades biofisicas de los PAMs, como: estructura secundaria, carga total e

hidrofobicidad, influyen en la interaccion con membranas modelo y células
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biolégicas. La interaccion inicial de los péptidos antimicrobianos con las bacterias,
generalmente, es producida por su carga positiva y su atraccion electrostatica
hacia las superficies polianidnicas de las paredes, ya sea por los acidos teicoicos y
lipoteicoicos en las bacterias Gram positivas o los lipopolisacaridos en las
bacterias Gram negativos. Después de esta interaccion, los péptidos
antimicrobianos generan areas de inestabilidad en la membrana externa, per-
mitiendo la translocacion de estos mismos a través de la bicapa externa; una vez
localizados en la membrana, pueden sufrir modificaciones en su conformacion y

producir dafios en la membrana o al interior de la célula. [28,29,30]

Teniendo en cuenta la informacion disponible, se han propuesto cuatro modelos

que explican el mecanismo de accion de los PAMS]

e Modelo toroidal.

En este modelo, los péptidos se unen a la membrana al alcanzar una
concentracion limite que hace que los lipidos se doblen formando un canal
delimitado por la cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos,
formando un canal mixto del péptido con los lipidos de la membrana. Este tipo de

mecanismo se ha encontrado en péptidos como magainina y melitina.

e Modelo de alfombra

En el mecanismo de alfombra, los péptidos no se insertan en la membrana, sino
gue permanecen asociados con la cara externa y, al alcanzar un punto critico,
forman una especie de alfombra capaz de debilitar la membrana y causar su
colapso en una configuracion de micelio; eventualmente, se produce la muerte
celular por pérdida del citoplasma. Este tipo de mecanismo se ha encontrado en
péptidos como latarcin Ltc2a, derivado del veneno de la arafia Lachesana

tarabaevi.
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e Modelo de ruptura por barril.

En este mecanismo, luego de interactuar con la membrana y alcanzar un nivel
critico entre péptido y lipido, los péptidos se reorientan de forma perpendicular
formando una empalizada con sus cadenas laterales hidrofobicas que encaran el
centro hidrofébico de la membrana y sus cadenas polares, y enfrentan el centro
creando un poro hidrofilico. La formacion de este tipo de poros es irregular en
tamafo y duracion, lo que genera, finalmente, una pérdida del equilibrio osmotico

y del potencial de membrana.

e Modelo de canal agregado.

Este mecanismo es similar a la funcion de los detergentes, el péptido se une a la
membrana y, a una concentracion suficiente, se reorienta, lo que permite la
formacion de estructuras parecidas a los micelios que se extienden en la bicapa
en un complejo péptido lipidico. Estos agregados aleatorios transmembrana de
lipido péptido y agua, forman un canal por el cual se liberan iones, causando la
muerte celular por pérdida del contenido citoplasmatico, o pueden desintegrarse
espontaneamente, lo que lleva a la translocaciéon de los péptidos hacia el
citoplasma donde pueden afectar blancos de accion interna.

En la siguiente figura (4) se resumen los 4 mecanismos:

32



Figura 3. Modelos de accion de los PAM’s A. Modelo toroidal. B. Modelo de
alfombra. C. Modelo de ruptura por barril. D. Modelo de canal agregado. (Tomado
de Yanmei li et al 2012).

(A) (B) © (D)

1.6 POTENCIAL ANTIBACTERIANO DE LOS PAM’s.
Los PAM’s se presentan en la actualidad como una de las moléculas mas
prometedoras en la lucha contra las bacterias debido a sus mdultiples zonas de

accion y a su citotoxicidad reducida.[32]

A continuacién se dan a conocer los PAMs sintéticos mas relevantes y su

potencial antimicrobiano:

En el aflo 2011, Soudy y colaboradores sintetizaron 6 péptidos analogos de la
Microcina J25 (MccJ25), un péptido antimicrobiano de 21 residuos aminoacidicos
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con estructura de lazo, altamente efectivo frente a bacterias Gram-negativas. Se
evaluo la actividad de éstos analogos de la MccJ25, mostrando valores

destacados de inhibicion bacteriana para dos de sus analogos.[33]

En otro estudio realizado en el afio 2008, Bolscher y colaboradores disefiaron y
sintetizaron una estructura quimérica que contiene aminoacidos de lactoferricina
(17-30) y aminoacidos de la lactoferrampina (265-284). Los resultados
evidenciaron que la actividad bactericida de este nuevo péptido sintetizado era
mas fuerte en comparacién con los péptidos originales, lo cual se demostrd por la

necesidad de obtener péptidos mas activos y estables a alta fuerza idnica.[34]

En una investigacion realizada por Jang y colaboradores en 2012, se sintetizaron
analogos sintéticos del péptido Buforin Il mediante la sustitucion de aminoacidos
en la region bisagra del péptido, los residuos hidréfobos y los primeros cuatro
aminoacidos del péptido (RAGL). Como resultado de estas modficaciones,
aumento la actividad antimicrobiana dos veces y el indice terapéutico de los
analogos Buforin Illb y llic mejoraron 7 veces en comparacion con el Buforin
l1b.[35]

Por otro lado, Kyu Lee y colaboradores en 2011, sintetizaron un péptido de 18
residuos (BAMP-18) vy sus analogos (BMAP-18-W, BMAP-18-L, BMAP-18-1 y-
BMAP 18-f). El péptido BMAP-18 y sus andlogos mostraron una disminucion de la

actividad hemolitica y mantuvieron su actividad antimicrobiana. [36]
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Figura 4. a Metodologia Fmoc para la sintesis de péptidos en fase sélida.
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Figura 4.a Metodologia Fmoc para la sintesis de péptidos en fase solida.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Alrededor del mundo se han venido realizando mudltiples estudios en base al
veneno de escorpidén, y debido a los casos de escorpionismo, es decir, al
envenenamiento accidental que ocurre en un ambiente urbano o semi-rural,
producto de la inoculacion del veneno de escorpion, se ha estudiado la actividad

biol6gica y potencial terapéutico de estas toxinas.

Se ha estudiado también el efecto del veneno del escorpidon azul sobre tumores
gliales, asi como los aspectos toxicolégicos e inmunoquimicos del veneno de

escorpiones.

Se ha encontrado evidencia que las toxinas del veneno de diferentes especies de
escorpiones tienen mas de una actividad biolégica. Ademas, el mal uso constante
de antibidticos, ha ayudado a que bacterias de diferentes cepas, creen resistencia
hacia ellos. Por esta razén, actualmente se buscan nuevas fuentes de principios

biolégicos con propiedades antibacterianas.[37]

Por esta razon, esta investigacion pretende determinar si los péptidos que
constituyen los venenos escorpién poseen algun potencial como agente
antibacteriano. Por otra parte, se han llevado a cabo estudios a nivel internacional,
sin que en Colombia se hayan logrado avances en este tipo de investigaciones.
[38]

Es por ello que se propone ampliar el conocimiento en este campo, mediante el
estudio de los péptidos provenientes de venenos de escorpion, las cuales hacen
parte de la biodiversidad colombiana, y asi evaluar su potencial antimicrobiano.

Adicionalmente, este estudio se constituye en una primera aproximacion al
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descubrimiento y desarrollo de nuevos péptidos antimicrobianos derivados de

venenos de escorpion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar, sintetizar, purificar, caracterizar, péptidos sintéticos basados en
secuencias de péptidos de venenos de escorpidn con actividad antimicrobiana
(AMPs) mejorada contra las bacterias patdégenas Escherichia coli O157:H7 y
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Diseflar por medio de herramientas bioinformaticas péptidos con propiedades
biol6gicas antimicrobianas.

e Sintetizar analogos de péptidos sintéticos con posible actividad antimicrobiana
con una estructura alfa-hélice o beta-plegada.

e Llevar a cabo la sintesis de los péptidos usando la técnica de sintesis quimica
en fase sdlida.

e Purificar los péptidos por HPLC, sephadex G-10, sepak C-18 y caracterizarlos
por técnicas de espectrometria de masas MALDI-Tof.

e Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los péptidos nanoestructurados
en cepas infectivas de Eschericihia coli O157:H7, y Staphylococcus.aureus

resistente a Meticilina.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Los reactivos y aminoacidos utilizados en la sintesis de péptidos en fase sélida
mediante la metodologia Fmoc fueron adquiridos de la casa productora Chempep
Inc; los solventes de sintesis usados fueron grado HPLC. Los reactivos empleados
en la preparacion de medios de cultivo y en el tratamiento de los
microorganismos, fueron de grado bacteriologico y analitico.

La bacteria E. coli O157:H7 fue donada por el cepario de la Universidad Pontificia
Javeriana de Colombia y SARM fue donada por el cepario del Hospital
Universitario de Santander (Escuela de Bacteriologia).

El agua utilizada para la preparacion de todas las soluciones acuosas fue Agua
MiliQ. Los reactivos y principales equipos utilizados durante esta investigacién se
resumen en la Tablal.

Tabla 1. Reactivos y equipos principales empleados

REACTIVOS CASA PRODUCTORA
Fmoc Amino acido - Ala

Fmoc Amino acido - Arg

Fmoc Amino acido - Asn

Fmoc Amino acido - Asp

Fmoc Amino acido - Cys

Fmoc Amino acido - GIn

Fmoc Amino acido - Glu

Fmoc Amino acido - Gly

Fmoc Amino acido - His

Fmoc Amino acido - lle

Fmoc Amino &cido - Leu Chempep inc.

Fmoc Amino acido - Lys

Fmoc Amino acido - Met

Fmoc Amino acido - Phe

Fmoc Amino acido - Pro

Fmoc Amino acido — Ser

Fmoc Amino acido — Thr

Fmoc Amino &cido — Trp

Fmoc Amino acido - Tyr

Fmoc Amino acido - Val

HBTU
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REACTIVOS CASA PRODUCTORA

HOAT

TBTU

Fmoc-OH (9-fluorenil-metanol)

Piperidina

Acido clorhidrico

Dimetilformamida

- Merck
Diclorometano

Acetonitrilo

Acido Trifluoroacético

Lana de vidrio

Azul de bromofenol

Brain Heart Infusion Agar

Luria Bertani Oxoid

Mdieller-Hinton-Broth

EQUIPOS CASA PRODUCTORA
Agitador vortex classic VELP Scientific
Cabina de bioseguridad clase MCS Biobase
Cabina de extraccidon de gases MJ Research Inc.
Micropipetas monocanal volumen variable Brand
HPLC Agilent
MALDI TOF-TOF Bruker

Agitador orbital MAXQ 4450 Thermo Scientific

Centrifuga IEC CL31 Multispeed

Figura 5. Esquema metodoldgico

[ Metodologia ]
~~

[ Analisis Bioinformatico ]
<>

[ Sintesis en@fase solida ] IZ> < F-moc >

[ Caracterizacion ] IZ> GP-HPLC, MALDI-TOF >
~~

[ Determinacion de actividad antimicrobiana
)[> CMIy CMB

[ Analisis v Discusion de resultados
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4.2 DISENO DEL PEPTIDO

El disefio de las secuencias se inici6 con la blusqueda de secuencias de toxinas

peptidicas de diferentes especies de escorpiones. Como primer paso se realizé

una busqueda de toxinas de escorpiones en la base de datos (PDB, Protein Data

Bank) (www.pdb.com), y se extrajo la informacion inherente a la toxina obteniendo

lo siguiente: cédigo de la toxina, peso molecular, secuencia, publicacion,

Clasificacion, estructura secundaria. Se obtuvo un total de 137 toxinas, Ver anexo

E. [39]

Figura 6. Datos secuencias péptidos

FECHA DE PUBLICACION:  1993-07-15
EXPERIMENTO: SOLUCION RMN
NOMBRE CIENTIFICO: Leiurus quinquestriatus hebraeus
UNIPROTKB KEYWORDS:

3D-structure , Antibiotic , Antimicrobial , Direct protein
sequencing, Disulfide bond , Fungicide , Ionic channel
inhibitor , Neurotoxin , Potassium channel

inhibitor , Pyrrolidone carboxylic

acid , Secreted , Signal, Toxin

CLASIFICACION: NEUROTOXINA

REEMPLAZA A:  #asass

PESO DE LA ESTRUCTURA: 4310.00

MOLECULA: CHARYBDOTOXIN

POLIMERO: 1 TIPO: polipeptido (L) LONGITUD: 37
CADENAS: A

CITACION:

Analysis of side-chain organization on a refined model of
charybdotoxin: structural and functional implications.

- (1992) Biochemistry 31: 7756-7764

JOURNAL: (1992) Biochemistry 31: 7756-7764

dssp AAAAAN
VvVvViv vy
PoE EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS

Fos 10 20 30 37

SECUENCIA :
EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS
ESTRUCTURA SECUNDARIA:

27% helicoidal (1 hélices; 10 residuos)

18% de ldminas beta (3 capitulos, 7 residuos)
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Se procedi6 a revisar las secuencias de las toxinas y se escogieron solo aquellas
secuencias que fueran provenientes de toxinas de escorpién en el 100% de su
composicién, sin mezclas o modificaciones, resultando 128 secuencias definitivas
para proceder al analisis bioinformatico. Las 128 secuencias se modificaron a
formato “fasta” quedando de la siguiente manera.

Figura 7. Péptidos en formato fasta

>2CRD:A|PDBID|CHAIN|SE
La secuencia “2CRD” al QUENCE

EFTNVSCTTSKECWSVCQR formato EFTNVSCTTSKECWSVCQ
LHNTSRGKCMNKKCRCYS fasta RLHNTSRGKCMNKKCRCY
S

Una vez se obtuvieron las secuencias en formato Fasta, se procedio a realizar un
alineamiento de las secuencias usando las herramientas Blast y ClustalW
(WWW.genome.jp/tools/clustalw/ ). [40,41]

A continuacion, se realizé un alineamiento de las secuencias entre cada una de
las ramas o familias principales del arbol filogenético, donde se observé los

determinantes para extraer los dominios conservados.

A partir de estos resultados, se obtuvieron las secuencias en las cuales mas
aminoacidos estuvieran en dominios conservados por grupo de familias, y asi
obtener las secuencias de péptidos que fueron sintetizados de acuerdo con los
dominios més conservados, utilizando de esta forma una estrategia racional de

disefo.
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4.3

ESTANDARIZACION DE LA SINTESIS DE PEPTIDOS

Los péptidos se obtuvieron mediante sintesis quimica en fase solida, utilizando 3

metodologias Fmoc diferentes.

Para los procedimientos 1 y 2 se requiere de la preparacion de las soluciones

necesarias para la realizacién del test de Kaiser, Azul de bromo-fenol y para

los procedimientos 3 solo debe prepararse la solucion de Azul de bromo-fenol.

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL TEST DE KAISER

El objetivo es verificar mediante una reaccidn colorimétrica el porcentaje de acople

de cada aminoacido en la sintesis de péptidos en fase solida.

11

1.2
1.3

1.4

15

Fueron preparadas las soluciones que llamaremos 1 y 2 para formar las
soluciones Ay B:

Solucioén 1: Se disolvieron 40 g de fenol en 10 mL de etanol absoluto y se
guardardo en un frasco &mbar.

Stock de KCN: Se disolvieron 65 mg de KCN en 100 mL de agua.

Solucién 2: Luego se tomd 1 mL de esta solucién y se llevé hasta 50 mL
con piridina.

Solucion A: Fueron mezcladas las soluciones 1 y 2 en proporcion de
volimenes de 1:10 y almacenadas en la oscuridad.

Solucion B: Se disolvieron 1.25 g de Ninhidrina en 25 mL de etanol
absoluto. [44]

TEST DE KAISER

1.

Fue colocada una pequefa cantidad de la resina-péptido a ensayar en el
respectivo tubo de ensayo(4-6) cristales.
Se adicionaron 3 gotas de la solucibn A y 1 gota de B agitando

continuamente y realizando un blanco de reactivos.
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3. Calentar los tubos de ensayo en una plancha de calentamiento por 3
minutos a 100°C.

5. Resultados posibles:

a. Resina-péptido y solucién azul a verdosa: ensayo positivo.

b. Resina-péptido incolora: ensayo negativo.

Tabla 2. Porcentaje Aproximado de acoplamiento de Boc-aminoécido a la
resina
% ACOPLAMIENTO COLOR EN EL ENSAYO DE NINHIDIRNA
APROXIMADO

76.0 Solido y solucion azul oscuro

84.0 Solido azul oscuro y solucion moderadamente azul
94.0 Solido moderadamente azul y solucién azul clara
99.4 Sdlido ligeramente azul y solucion con trazas de azul

PREPARACION DE SOLUCION DE AZUL DE BROMOFENOL.

1. Se disolvieron 0.25 g de azul de Bromofenol en 25 mL de DMF.

2. Se afadi6 una pequefia cantidad de resina-péptido en un tubo de
microcentrifuga de 0.6 mL.

Se adicionaron 5 gotas de la solucion del reactivo, agitando continuamente.
Resultados Posibles:

Resina-péptido azul: ensayo positivo.

o ®® M ®

Esferas incoloras: ensayo negativo.
OBSERVACION: Ya que este reactivo detecta la presencia de amina libre, trazas

de DIPEA pueden dar el ensayo como positivo, por lo tanto, la DIPEA se elimind

en su totalidad durante la sintesis de los péptidos.
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PROCEDIMIENTO 1:

EQUIPOS

Cabina de extraccion b) Plancha de calentamiento c) Termometro d) Agitador
mecanico orbital (Shaker) e) Balanza Analitica f) Vortex g) Micropipetas

automaticas de volumen ajustable de 200 y 1000 pL.

MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales

a) Probetas graduadas de diferentes volumenes b) Embudos c¢) Espatulas d)
Tubos de ensayo (0.5 mL) e) Jeringas (3 mL,5ml) con filtros de polipropileno
(reactor) f) Viales de vidrio de 7 mL

Reactivos

a) Resina Rink amida 4MBHA (100-200 mesh, Loading: 0.63 mmol/gramo) b) 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorfosfato) (HBTU) c) 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio  tetrafluoroborato) (TBTU) d) N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e) Diclorometano (DCM) f)N-metilpirrolidona (NMP)
g)Piperidina  h) N,N-diisopropiletiiamina (DIPEA) i)N,N-dimetilformamida (DMF)
j) Ninhidrina k) Fenol ) Cianuro de potasio m) Azul de bromofenol n) Anhidrido
acetico

Aminoacidos

a) N-Fmoc-L-Ala x H,O (A) b) N-Fmoc-L-Arg (Pbf)-OH (R) c¢) N-Fmoc-Asn(Trt)-OH
(N) d) N-Fmoc-Asp(tBu)-OH (D) e) N-Fmoc-L-Cys(Trt)-OH (C) f) N-Fmoc-L-GIn
(Trt)-OH (N) g) N-Fmoc-L-Glu(tBu)-OH (D) h) N-Fmoc-Gly-OH (G) i) N-Fmoc-L-
His(Trt)-OH (H) j) N-Fmoc-L-lle-OH (I) k) N-Fmoc-L-Leu-OH (L) I) N-Fmoc-L-
Lys(tBu)-OH (K) m) N-Fmoc-L-Met-OH (M) n) N-Fmoc-L-Phe-OH (F) o)N-Fmoc-
L-Pro-OH (P) p) N-Fmoc-L-Ser(tBu)-OH (S) q) N-Fmoc-L-Thr(tBu)-OH (T) r) N-
Fmoc-L-Trp(Boc)-OH (W) s) N-Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH (Y) t) N-Fmoc-L-Val-OH (V)
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PREPARACION DE LA RESINA RINK AMIDA PARA EL PRIMER ACOPLE

1. Se pesaron 100 mg de resina en una jeringa con filtro (Reactor).

2. Se realizaron 3 lavados a la resina con DCM de la siguiente forma:

Una vez (1x) durante 3 minuto y Una vez (1x) por 5 minutos

3. Laresina RinK amida 4-MBHA posee un grupo amino protegido con el grupo

Fmoc. Esta debe ser desprotegida para poder realizar el acople del primer

residuo de aminoacido. La desproteccion se realizé adicionando 1.5 mL de

piperidina al 5% en DMF a la resina y agitando por 1 minuto, y drenando la

jeringa (realizado dos veces por 1 minuto y dos mas durante 5 minutos).

4. Ellavado de la resina se realizo de la siguiente forma:

Tres (3) veces con DMF por 1 minuto

Tres (3) veces con DCM por 1 minuto

5. Se repitié el punto 4 chequeando la resina con una soluciéon de Ninhidrina y el

ultimo lavado con DMF con una solucién de azul de Bromofenol

DMF:

Tabla 3.

al 5% en

Verificacion del acople procedimiento 1.

RESINA

ULTIMO LAVADO

5.1.Colocar unas pocas esferas de resina en
un tubo de ensayo.

5.2 Adicionar 6 gotas de Ay 2 gotasde By
agite.

5.3 Colocar el tubo de ensayo en un bloque de
calentamiento por 3 minutos a 80°C.
Resultados Posibles:

4 Perlas y solucion azul a verdosa: ensayo
positivo.

v Perlas incoloras: ensayo negativo

Si el ensayo es positivo, continuar con el

apartado 6. Si el ensayo es negativo, repetir el
procedimiento del apartado 3.

5.1.Colocar unas pocas esferas de resina en
un tubo de microcentrifuga de 0.6 mL

5.2 Adicionar 5 gotas de la solucién
del reactivo, agitar y observar.

Resultados Posibles:

v Solucién azul o verdosa: ensayo
positivo
v Solucién incolora: ensayo negativo

Si el ensayo es positivo, proceda a repetir los
pasos del apartado 4 y vuelva a repetir el
ensayo del apartado 5.
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ACOPLAMIENTO DEL PRIMER RESIDUO DE AMINOACIDO

1. Se peso el aminoacido a acoplar y disolvio en 1 mL de DMF.

2. Se agregaron 8 equivalentes de DIPEA con respecto al aminoacido Fmoc al
vial que contiene la solucién de aminoécido y agité por 5 minutos.

3. Se agregaron 4 equivalentes del reactivo de acoplamiento ( HBTU o TBTU)
con respecto al aminoacido Fmoc, al vial que contiene la solucién de
aminoécido y la base. Se agité esta mezcla de reaccion por 5 minutos.

4. Se adicion6 la solucion anterior al reactor que contiene la resina ya
desprotegida.

5. Se dejo en agitacion constante y a temperatura ambiente por espacio de 1
hora.

6. Finalizada la hora, se drend la jeringa (sin descartar la solucion).

7. A continuacion, se lavo la resina-primer residuo de la siguiente forma:

7.1. Tres (3) veces con DMF por 2 minutos

7.2. Tres (2) veces con DCM por 1 minuto

7.3. Se repitieron los puntos 7.1y 7.2

8. Se realizd el test de Kaiser para verificar que el acoplamiento ha sido
completo. Cuando el ensayo dio positivo, se adicioné la solucién que no se
descart6 a la jeringa y se dejo por 30 minutos mas.

9. Si el ensayo era negativo se realiz0 un “capping” (en este caso, es la
acetilaciéon de los grupos amino de la resina RinK amida 4-MBHA que no
reaccionaron) de la siguiente forma:

9.1 Se adiciond a la jeringa 1.5 mL de una solucién que contenia (los volumenes
de cada uno de los reactivos son para preparar 3 mL de la solucion de
acetilacion): 15% Anhidrido acético: 0.45 mL, 40 % DMF seco: 1.2 mL, 40
% DCM seco: 1.2 mL, 5 % de DIPEA: 0.15 mL

9.2 Se dej6 en agitacibn constante y a temperatura ambiente por 30
minutos.

10. Se lavo la resina-primer residuo de la siguiente forma:

10.1 Tres (3) veces con DMF por 2 minutos.
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10.2 Tres (2) veces con DCM por 1 minuto.
10.3 Repetir los apartados 10.1 y 10.2 [45]

ESTIMACION DE LA UNION DEL PRIMER RESIDUO DE AMINOACIDO A LA
RESINA

13 Una vez que se haya acoplado el primer residuo de aminoacido, se debe
proceder a determinar el loading (este procedimiento se realiza sélo una

vez). Esto se realiz6 de la siguiente manera:

14  Desproteccion del grupo Fmoc:

12.1 Se adicion6 1.5 mL de una solucion de piperidina al 5% en DMF-NMP (1:1)
a la resina y agité por 1 minuto. Se drené la jeringa y recogio la solucién en
un balén volumétrico de 100 mL. Se repitid una vez mas.

12.2 Se adicion6 1.5 mL de una solucion de piperidina al 5% en DMF-NMP (1:1) a
la resina y agitd por 1 minuto. Se drend la jeringa y recogio la solucién en un
balén volumétrico de 100 mL. Se repitié una vez mas.

15 Se lavo la resina-primer residuo de la siguiente forma (no se descartan los
lavados, sino que se vierten dentro del bal6n volumétrico) :

13.1 Tres (3) veces con DMF por 2 minuto.

13.2 Tres (2) veces con DCM por 1 minuto.

13.3 Se repitieron los apartados 13.1y 13.2

ACOPLAMIENTO DE UN AMINOACIDO A LA RESINA-PEPTIDO
14 Se pesoé el siguiente aminoacido a acoplar. Se repitid el procedimiento
desde el punto 1 hasta el punto 10. Se repitieron estos pasos hasta acoplar

el ultimo aminoéacido.
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DESPROTECCION DEL GRUPO Fmoc

15 Una vez que se acopldé un residuo de aminoacido y el acoplamiento fue
completo, se procedio a la desproteccion del grupo Fmoc, procedimiento que
ya fue realizado en el apartado 3.1.

15.1 Se adicioné 1.5 mL de una solucién de piperidina al 5% en DMF-NMP (1:1)
a la resina y agité por 1 minuto y drend la jeringa. Se repitid una vez mas.

15.2 Se adicion6 1.5 mL de una solucion de piperidina al 5% en DMF-NMP (1:1)
a la resina y agitd por 1 minuto y drend la jeringa. Se repitié una vez mas.

16 Se repitieron los procedimientos desde el apartado 1 hasta el 5. [46]

PROCEDIMIENTO 2:

EQUIPOS

Cabina de extraccién b) Plancha de calentamiento c) Termometro d) Agitador
mecanico orbital (Shaker) e) Balanza Analitica f) Vortex g) Micropipetas

automaticas de volumen ajustable de 200 y 1000 pL.

MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales

a) Probetas graduados de diferentes volumenes b) Embudos c¢) Espatulas d)
Tubos de ensayo (0.5 mL) e) Jeringas (3 mL,5ml) con filtros de polipropileno
(reactor) f) Viales de vidrio de 7 mL

Reactivos

a) Resina Rink amida 4MBHA (100-200 mesh, Loading: 0.63 mmol/gramo) b) 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorfosfato) (HBTU) c¢) 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio  tetrafluoroborato) (TBTU) d) N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e) Diclorometano (DCM) f)N-metilpirrolidona (NMP)
g)Piperidina  h) N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) i)N,N-dimetilformamida (DMF)
j) Ninhidrina k) Fenol ) Cianuro de potasio m) Azul de bromofenol n) Anhidrido

acético
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Aminoéacidos

a) N-Fmoc-L-Ala x H,O (A) b) N-Fmoc-L-Arg (Pbf)-OH (R) c¢) N-Fmoc-Asn(Trt)-
OH (N) d) N-Fmoc-Asp(tBu)-OH (D) e) N-Fmoc-L-Cys(Trt)-OH (C) f) N-Fmoc-L-
GIn (Trt)-OH (N) g) N-Fmoc-L-Glu(tBu)-OH (D) h) N-Fmoc-Gly-OH (G) i) N-
Fmoc-L-His(Trt)-OH (H) j) N-Fmoc-L-lle-OH (1) k) N-Fmoc-L-Leu-OH (L) I) N-
Fmoc-L-Lys(tBu)-OH (K) m) N-Fmoc-L-Met-OH (M) n) N-Fmoc-L-Phe-OH (F)
0)N-Fmoc-L-Pro-OH (P) p) N-Fmoc-L-Ser(tBu)-OH (S) q) N-Fmoc-L-Thr(tBu)-OH

M

r) N-Fmoc-L-Trp(Boc)-OH (W) s) N-Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH (Y) t) N-Fmoc-L-Val-

OH (V)

PREPARACION DE LA RESINA RINK AMIDA PARA EL PRIMER ACOPLE

w o NP

S

o

Se pesaron 100 mg de resina en una jeringa con filtro (Reactor).
Se realizaron 2 lavados a la resina con DCM de la siguiente forma:

Unavez (1) x 1 minutoy Una (1) vez x 5 minutos
La resina RinK amida 4-MBHA posee un grupo amino protegido con el grupo
Fmoc. Esta debe ser desprotegida para poder realizar el acople del primer
residuo de aminodacido. La desproteccién se realizé adicionando
2 mL de piperidina al 20% en DMF a la resina y agitar por 2  minutos y
drend la jeringa (realizado dos veces 2 minutos y dos Ultimas de 5 minutos).
El lavado de la resina se realiz6 de la siguiente forma:

Tres (3) veces con DMF por 1 minuto

Tres (3) veces con DCM por 1 minuto

Fueron repetidos los apartado 4.
Chequeando la resina con una solucién de Ninhidrina y el ultimo lavado

con DMF con una solucién de azul de Bromofenol al 1% en DMF:
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Tabla 4.

Verificacién del acople procedimiento 2.

RESINA

ULTIMO LAVADO

5.2.Colocar unas pocas esferas de resina en
un tubo de ensayo.

5.3 Adicionar 6 gotas de Ay 2 gotasde By
agite.

5.3 Colocar el tubo de ensayo en un bloque de
calentamiento por 3 minutos a 80°C.
Resultados:

v Perlas y solucién azul a verdosa: ensayo
positivo.

v Perlas incoloras: ensayo negativo

Si el ensayo es positivo, continuar con el

apartado 6. Si el ensayo es negativo, repetir el
procedimiento del apartado 3.

5.2.Colocar un pocas esferas de resina en
un tubo de microcentrifuga de 0.6 mL

5.3 Adicionar 5 gotas de la solucion
del reactivo, agite y observe.

Resultados:

v Solucion azul o verdosa: ensayo
positivo

v Solucién incolora: ensayo negativo

Si el ensayo es positivo, proceda a repetir los
pasos del apartado 4 y vuelva a repetir el
ensayo del apartado 5.

ACOPLAMIENTO DEL PRIMER RESIDUO DE AMINOACIDO

1. Fue pesado el aminoacido a acoplar y disuelto en 0.5 mL de DMF.

2. Se agregaron 8 equivalentes de DIPEA con respecto al aminoacido Fmoc al

vial que contiene la solucién de aminoacido y agitar por 1 minuto.

3. Se agregaron 4 equivalentes del reactivo de acoplamiento ( HBTU o TBTU)

con respecto al aminoacido Fmoc,

al vial que contiene la solucién de

aminoacido y la base. Agitando por 2 minutos.

4. Se adiciono la solucion anterior al reactor que contiene la resina ya

desprotegida.

5. Se Dejo en agitacion constante y a temperatura ambiente por espacio de 2

horas.

6. Finalizada la hora se dreno la jeringa (sin descartar la solucion).

7. Lavar la resina-primer residuo de la siguiente forma:

7.1
7.2
7.3

Tres(3) veces con DMF por 1 minuto

Repetir los apartados 7.1y 7.2

Tres (3) veces con DCM por 1 minuto

8. Se realizé el test de kaiser para verificar que el acoplamiento ha sido

completo. Cuando el ensayo dio positivo se adiciono la solucién que no se

descarto a la jeringa y se dejo por 30 minutos mas.
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9. Si el ensayo es negativo se realizé un “capping” (en este caso, es la
acetilacion de los grupos amino de la resina RinK amida 4-MBHA que no
reaccionaron) de la siguiente forma:

9.1 Se adicionar a la jeringa 1.5 mL de una solucion que contiene (los volumenes
de cada uno de los reactivos son para preparar 3 mL de la solucion de
acetilacion): 15% Anhidrido acético: 0.45 mL, 40 % DMF seco: 1.2 mL, 40
% DCM seco: 1.2 mL, 5 % de DIPEA: 0.15 mL

9.2 Se dejo en agitacion constante y a temperatura ambiente por 45
minutos.

10. Se lavo la resina-primer residuo de la siguiente forma:

10.1 Tres (3) veces con DMF por 1 minuto.

10.2 Tres (3) veces con DCM por 1 minuto.

10.3 Repetir los apartados 10.1 y 10.2 [45]

ESTIMACION DE LA UNION DEL PRIMER RESIDUO DE AMINOACIDO A LA
RESINA

11. Una vez que se haya acoplado el primer residuo de aminoacido, se debe
proceder a determinar el loading (este procedimiento solo se realizara una vez).

Esto se realizara de la siguiente manera:

12. Desproteger el grupo Fmaoc:

12.1 Adicionar 1.5 mL de una solucion de piperidina al 20% en DMF-NMP (1:1) a
la resina y agitar por 1 minuto. Drenar la jeringa y recoger la solucion en un balén
volumétrico de 100 mL. Repetir una vez mas.

12.2 Adicionar 1.5 mL de una solucidn de piperidina al 20% en DMF-NMP (1:1) a
la resina y agitar por 1 minuto. Drenar la jeringa y recoger la solucion en un baldn
volumétrico de 100 mL. Repetir una vez mas.

13. Lavar la resina-primer residuo de la siguiente forma (no descarte los
lavados, viértalos dentro del balon volumétrico) :

a. Tres (3) veces con DMF por 1 minuto.
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b. Tres (3) veces con DCM por 1 minuto.

C. Repetir los apartados 13.1y 13.2

ACOPLAMIENTO DE UN AMINOACIDO A LA RESINA-PEPTIDO

2. Pesar el siguiente aminoacido a acoplar. Repetir el procedimiento desde el
apartado 1 hasta el apartado 10. Se repitieron estos pasos hasta acoplar el
ultimo aminoacido.

DESPROTECCION DEL GRUPO Fmoc

3. Unavez que se ha acoplado un residuo de aminoacido y el acoplamiento fue
completo, se procede a la desproteccion del grupo Fmoc, procedimiento que
ya fue realizado en el apartado 3.1.

a. Adicionar 1.5 mL de una solucién de piperidina al 20% en DMF-NMP (1:1) a
la resina y agitar por 1 minuto y drenar la jeringa. Repetir una vez mas.

b.  Adicionar 1.5 mL de una solucién de piperidina al 20% en DMF-NMP (1:1) a
la resina y agitar por 1 minuto y drenar la jeringa. Repetir una vez mas.

Se repitieron los procedimientos desde el apartado 1 hasta el 5. [46]

PROCEDIMIENTO 3:

SINTESIS CONTROLADA DE PEPTIDOS POR LA METODOLOGIA f-moc

EQUIPOS

a) Selladora b) Plancha de calentamiento c) Termometro d) Balanza Analitica
e) Vortex f) Micropipetas automaticas de volumen ajustable de 200 y 1000
uL g) Cabina de extraccion

MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales

a) Tubos Falcon de diferentes volumenes b) Pipetas graduadas c¢) Embudos
d) Malla polipropileno (N° de malla de 100-200 mes) h) d) Espatulas e)
Toallas de papel f) Tubos eppendorf 1.5y 2 ml g) Pinzas h) pipetas Pasteur
i) Pipetas graduadas de vidrio de 10 mL j) Rapidografo de punta fina
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Reactivos

a) Resina Rink amida 4MBHA (100-200 mesh, Loading: 0.63 mmol/gramo) b) 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorfosfato) (HBTU) c) 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato) (TBTU) d) N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e) Diclorometano (DCM) f)N-metilpirrolidona
(NMP) g)Piperidina h) N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)  i)N,N-
dimetilformamida (DMF) j) Ninhidrina K) Azul de bromofenol

Aminoécidos

a) N-Fmoc-L-Ala x H,O (A) b) N-Fmoc-L-Arg (Pbf)-OH (R) c) N-Fmoc-Asn(Trt)-OH

(N) d) N-Fmoc-Asp(tBu)-OH (D) e) N-Fmoc-L-Cys(Trt)-OH (C) f) N-Fmoc-L-GIn

(Trt)-OH (N) g) N-Fmoc-L-Glu(tBu)-OH (D) h) N-Fmoc-Gly-OH (G) i) N-Fmoc-L-

His(Trt)-OH (H) j) N-Fmoc-L-lle-OH (I) k) N-Fmoc-L-Leu-OH (L) I) N-Fmoc-L-

Lys(tBu)-OH (K) m) N-Fmoc-L-Met-OH (M) n) N-Fmoc-L-Phe-OH (F) o)N-Fmoc-

L-Pro-OH (P) p) N-Fmoc-L-Ser(tBu)-OH (S) q) N-Fmoc-L-Thr(tBu)-OH (T) r) N-

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH (W) s) N-Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH (Y) t) N-Fmoc-L-Val-OH (V)

PROCEDIMIENTO GENERAL

3.1. FABRICACION Y LLENADO DE BOLSAS

1.1 Se cortaron cuadrados de malla de polipropileno de dimensiones (3 x 3)
cm

1.2 Las bolsas fueron selladas solo por tres lados y dejar el cuarto abierto para
adicionar la cantidad de resina deseada dentro de la bolsa

1.3 Se llenaron las bolsas con 50 mg de resina 4-MBHA y selladas.

1.4 Se probaron las bolsas con resina, siendo agitadas por lo menos 15
minutos en DCM

1.5 Transcurrido este tiempo, se filtro el solvente utilizando un embudo con un
cono hecho con la malla de polipropileno. Se observo y revisé el cono para
asegurar que no hubieron restos de resina en el fondo. Las bolsas fueron

sacadas del recipiente, secadas y revisadas por duplicado cada una. [46]
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3.2. PREPARACION DE LA RESINA RINK AMIDA PARA EL PRIMER ACOPLE
1. Setomaron 2 bolsas de sintesis llenas de resina para sintetizar cada péptido
(Reactor).
2. En un frasco debidamente rotulado con el nombre del péptido se
depositaron las bolsas selladas con resina en el interior.
3. Paraactivar la resina se realiz6 el lavado de la resina de la siguiente forma:
una (1) vez con DMF por 10 minutos
una (1) vez con DCM por 1 minuto
una (1) vez con DCM por 5 minutos
4. Para desproteger la resina se realizaron 2 lavados con piperidina al 25% en
DMF durante 20 minutos cada uno.
5. Serealizaron 3 lavados a la resina con DMF de la siguiente forma:
Tres veces de un minuto (3) x 1 minuto.
6. Serealiz6 1 lavado a la resina una (1) vez con IPA por 1 minuto
7. Se realizdl lavado a la resina una (1) vez con con Azul de Bromofenol por 2
minutos.
8.  Serealizaron 2 lavados a la resina con DMF de la siguiente forma:

dos veces de un minuto (2) x 1 minuto.

3.3. ACOPLE

3.1 En un frasco debidamente rotulado con el nombre del aminoacido
correspondiente se peso la cantidad de aminoacido necesaria para el acople,
se disolvio en DMF o DCM (Casi todos los aminoacidos utilizados se
disuelven en DCM o DCM, excepto el triptofano (W) y la histidina (H) que se
disuelven 9:1 DMF/DCM.

3.2 Se adicion6 la cantidad calculada de DCC

3.3 Se adiciond la cantidad pesada de TBTU en un mL de DMF mas la cantidad
calculada de DIPA

3.4 Se introdujeron las bolsas correspondientes a cada aminoacido Se agito

durante 4 horas
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3.5 Se desmonté la reaccion, y se realizé el lavado de la resina de la siguiente
forma una (1) vez con DMF por 10 minutos
3.6 Transcurrido este tiempo, se lavaron las bolsas con DCM 1 minuto y esto se

repitio tres veces.

3.4. MONITOREO DE LA REACCION DE ACOPLAMIENTO

4.1 En cada acople se realizO un ensayo de azul de Bromofenol para ir
monitoreando cada acople. Se colocaron todas las bolsas en un frasco de
polietileno y se adicion6 suficiente cantidad de azul de Bromofenol al 1%
para cubrir las bolsas.

4.2 Se realizaron 2 lavados con DMF y se realizo el acople.

4.3 Al desmontar el acople se secaron las bolsitas y se observé la coloracion. Si
la coloracion presente es azul indica que el aminoacido no desplazo el Azul
de bromo fenol, y por tanto, el acople no fue exitoso. Pero si por el contrario
el azul de Bromofenol fue desplazado y la resina presenta una coloracién
blanca o beige el acople fue exitoso y se procede a realizar el siguiente
acople.

Este método detecta la presencia de amina libre, trazas de DIPEA pueden dar el

ensayo positivo, por lo tanto la DIPEA debe eliminarse en su totalidad.

Si el ensayo es positivo se repiten los procedimientos de acople para el siguiente
aminoacido.

También puede realizar las siguientes variaciones enumeradas a continuacion
teniendo en cuenta el siguiente orden de prioridad: A) Cambiar el solvente de
acople o usar una mezcla de ellos. B) Utilizar como activador TBTU, asi: 1
equivalente de aminodacido por un equivalente del activador, por 1.5 equivalente de
DIPEA al 100%.
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Los aminoacidos glicina y acido glutamico no se deben neutralizar y su tiempo de
acople debe ser maximo de 2 horas. Cuando se atrase una bolsa de monémero o
polimero, dejarla esperando para que entren al tiempo con su correspondiente

pareja al acople siguiente.[44]

3.5. DESPROTECCION

Se colocaron todas las bolsas y se adicion6 suficiente cantidad para cubrir las
bolsas de una solucion TFA al 55%, agit6 durante 30 minutos, retiré el TFA, y se
procedieron a hacer varios lavados: por 1 minuto con DCM 1 vez, luego se retird
el DCMy lavo por un 1 minuto con IPA 2 veces, y finalmente se retir6 el IPAy lavd

por 1 minuto con DCM 2 veces.

4.4 CLIVAJE DEL PEPTIDO

El procedimiento tiene por objetivo la separacion de los péptidos de la resina
usada como soporte en la sintesis, lo cual se resume en la formacién repetida de
enlaces amida entre funciones amina y carboxilo de L- a- aminoacidos

adyacentes.

EL soporte utilizado en sintesis peptidica es un polimero microporoso de estireno
gue contiene un 1% de p-divinilbenceno. El grado de sustitucién de esos soportes
esta en un rango comprendido entre 0.2 y 1.0 mmol/g. Cuando las esferas de
poliestireno se encuentran secas, presentan un diametro de aproximadamente 50
um, en presencia de los disolventes mas comiunmente utilizados en la sintesis de
péptidos, diclorometano (DCM) y N,N-dimetilformamida (DMF), y acostumbran a

aumentar su volumen hasta 2.5-6.0 veces de su volumen inicial.[45]

58



Equipos
Centrifuga, Micropipetas de 100- 1000 pl, Agitador shaker, Desecador, Cabina de

extraccion de gases.

Materiales y reactivos
Acido trifluoroacético (TFA) grado sintesis, Agua grado HPLC, 1,2-Etanoditiol, Tri-
isopropilsilano (TIS) grado sintesis, Tubos Falcon, Eter etilico, Pentdxido de

fésforo, solucién o céctel de clivaje

Procedimiento

1. Se seco la resina-péptido en un desecador por lo menos 3 horas. En caso
contrario se puede dejar toda la noche secando.

2.  Se adiciono la resina-péptido a un tubo Falcon rotulado con el nombre del
péptido.

La solucion de clivaje se preparé dependiendo del péptido sintetizado para la

mayoria de péptidos se prepara la solucion de clivaje A 'y para los péptidos que

contienen Tript6fano, Metionina o Cisteina se utilizé la solucién B. Cada mililitro de

solucion de clivaje se us6é para desanclar de 10 a 15 miligramos de péptido en la

resina.

Solucion A 1 mL contiene 95% de TFA, 2,5% H,0, 2,5% TIS

Solucién B 1 mL contiene 92.5% de TFA, 2,5% H,0, 2,5% TIS, 2,5% de 1,2-

Etanoditiol.

3. Se adicion6 a la resina-péptido la solucion de clivaje

4. Se dejo en agitacion durante 3 horas.

5. Al finalizar se filtr6 la resina con una jeringa con filtro o bolsas de sintesis
para retirar la resina.

6. Se lavé con una solucion de acido trifluoroacético (TFA) al 95% vy (TIS) al
5%
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7. Se precipitd la solucién filtrada con éter frio y centrifugd a 10.000
revoluciones por minuto durante 15 minutos. Al precipitar se vio la aparicion
de un sélido de apariencia lechosa que corresponde al péptido sintetizado.
Se lavo 10 veces con éter frio centrifugando cada vez.

9. Se dejo secar bajo la cabina de extraccion de gases hasta la evaporacion del
éter.

10. Se disolvio en aguay congelo.

4.5 PURIFICACION DEL PEPTIDO

DESALINIZACION DE PEPTIDOS SINTETICOS POR SEPHADEX G-10

El objetivo de la purificacion con Sephadex G10 fue eliminar sales y otros
contaminantes presentes en las muestras de péptidos sintéticos generados
mediante sintesis quimica. El gel de filtracion de cromatografia permite la
separacion en funcién de su tamafio molecular. En este tipo de cromatografia, la
fase estacionaria es un gel hidratado que se introduce en la columna y esta
constituido por particulas esféricas que tienen poros de un determinado tamafio.
Las moléculas de pequefio tamafio difunden a través de los poros de las particulas
del gel y por ello son retardadas en su paso por la columna. Las moléculas
grandes no entran en los poros de las particulas del gel y por ello eluyen
rapidamente en lo que se denomina “volumen muerto” de la columna, se dice que
son excluidos del gel. De esta forma, las moléculas se separan en funcion de su

tamafio, eluyendo en orden decreciente de peso molecular.
Intervalo de fraccionamiento:
Valores extremos (maximo y minimo) de pesos moleculares entre los cuales el gel

tiene capacidad de separar.

Volumen de elucion: Volumen necesario para eluir un compuesto de una columna.
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Sephadex: Gel de dextrano (polimero ramificado de glucosa, entrecruzado y
formado en pequefas bolitas). Existen distintos tipos, segun el tamafio de poro,
proporcionando limites de exclusion comprendidos entre 1 y 200 000 daltons.
Estos geles se identifican por una denominacién de G-10 hasta G-200, lo que se
refiere a la capacidad de retencién de agua del gel multiplicada por 10.

Equipos
balanza analitica

agitador magnético

Materiales y reactivos
Lana de vidrio, pipetas Pasteur de vidrio, soporte universal, Micropipeta y puntas
Acido acético 1%, Agua grado HPLC, Sephadex G-10, Tubos eppendorf de 1,5ml

Azida de sodio al 0.01%, Viales de centelleo

Procedimiento

1. Se hidrat6 o resuspendio el Sephadex G-10 en agua grado HPLC por lo
menos 2 horas antes de utilizarlo (idealmente el tiempo de hidratacién debe
ser de una noche, en su defecto 2 horas en agitacion). La cantidad de agua
gue se utilizé fue de aproximadamente 100 mL por cada mg de partes de
Sephadex G-10

2. Se puso la lana de vidrio en el fondo de la pipeta Pasteur, ayudado por una
pinza metalica aproximadamente 1 o 2 centimetros de altura.

3. Setomo la fase hidratada con una micropipeta y rellené la pipeta Pasteur con
el gel de tal manera que ocupe aproximadamente un centimetro de espacio
entre el inicio de la lana y el borde de la pipeta.

4. Se observé que el goteo fuera seguido y constante en todas las columnas,
de no ser asi, habrian problemas con la lana de vidrio que estaria en exceso.

5.  Una vez empacada la resina en la pipeta, se debi6 lavar con abundante

agua HPLC para estabilizar el gel.
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10.

Se peso6 aproximadamente 5 mg de péptido por pipeta, nunca mas de 10 mg
por pipeta.

Se disolvié 5 mg del péptido en 100 ml de agua HPLC.

Se dej6 bajar el agua en la pipeta, de tal manera que esta alcance el nivel del
gel, en ese momento se cargo la muestra.

Cuando la muestra alcance el nivel del gel adicionar agua HPLC. En este
momento se comienza a recibir la muestra en el vial, esto se hizo de 500 en
500 uL hasta completar el volumen de 6 mL por pipeta.

Al finalizar lavar el gel con 50 ml de agua HPLC , se lavé la pipeta con 10 mL
de acido acético al 0.01% y guardo la columna a 4 °C en azida de sodio al
0.01% [47]

Purificacion de péptidos sintéticos por sepack C-18

Se realizdé la purificacion de péptidos utilizando columnas C-18, con diferentes

porcentajes de acetonitrilo

Equipo

Jeringas empacadas con sepack C-18, bomba de vacio

Procedimiento

1.

Para iniciar el procedimiento se debid preparar las columnas sepack, a las
cuales se les realiz6 3 lavados con metanol y 3 lavados con acetonitrilo,

Los lavados debieron hacerse de un gradiente lineal de acetonitrilo 10%
hasta llegar a una concentracion de acetonitrilo al 100% empleando asi el
sistema de Manifold. Se regulé la velocidad de eluido a 1ml/min.

La purificacion se inici6 adicionando el péptido en la columna a una
concentracion de un (1) mg/ml paséandolo 4 veces con agua destilada.

Se recogieron 2ml y se procedi6 realizar el mismo procedimiento con cada
concentracion de (ACN) al 10, 20, 30, 40, 60 y 100% (v/v) recogiendo 2 ml
con cada concentracion, y retirando inicialmente las sales hasta extraer los

péptidos de interés.
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5. Se recogieron 2 mL en viales sellados con parafilm y se guardaron a una
temperatura de -20°C [48].

4.6 CUANTIFICACION DEL PEPTIDO

Determinacion de la pureza de los péptidos sintetizados mediante la
cromatografia liquida de alta resolucion analitica: La cromatografia en fase
reversa (del inglés, Reverse Phase -High Performance Liquid Chromatography)
equilibrada utilizando dos sistemas de solventes se realiz6 en un cromatdgrafo
Agilent serie 1100 empleando columnas Vydac C-18 (250mm X 10mm). Los
solventes usados en la cromatografia se dispusieron bajo dos modalidades, (1)
agua con 0.1%v/v de Acido Triflouroacético (TFA) y (2) Acetonitrilo con 0.1 %v/v
de TFA. Los péptidos fueron diluidos en un gradiente isocratico A/B de 70:30 ACN-
TFA y H,O. Luego, se inyectaron 10 pL de cada muestra, con un tiempo de corrida
de 30 minutos a temperatura ambiente. La deteccion de la seial se logré con el

uso de un detector UV-VIS con seguimiento a 220nm.

Andlisis de espectrometria de masas. Los espectros de masas se registraron
utilizando un espectrometro de masas Bruker MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz) y TOF por el
detector de iones que se acopla al MALDI y cuyo nombre procede también de sus
siglas en inglés Time-Of-Flight. Los ensayos se llevaron a cabo por este
instrumento usa una radiacion laser en N, a una longitud de onda de 337 nm con
pulsos de 3 ns. La matriz usada en este trabajo fue acido a- ciano-4-
hidroxicinamico (ACC). La matriz ACC fue preparada como una solucion saturada
en 1 mL 30%TFE/70% de H2O en 0.1% de ATF. La muestra fue disuelta en ATF

para obtener una concentracién de 100 pmol/pL. Las muestras fueron preparadas
para analisis MALDI-TOF diluyendo la soluciébn en la matriz saturada a una

concentraciéon de 10 pmoL/uL. A continuacion, se puso una alicuota de 0.5 uL de
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la mezcla muestra-matriz dentro del plato para el blanco, se dejé secar y se

analiz6 el espectrograma correspondiente para cada péptido.

4.7 SIMULACION TEORICA DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LOS
PEPTIDOS

Se realizé la simulacibn computacional de la estructura secundaria, Estas
secuencias disefiadas fueron evaluadas en CPH Models 3.0 la cual es una
herramienta bioinformatica de simulacion por homologia de la estructura

secundaria de péptidos y permite la visualizacion por Pymol Viewer 1.0.

4.8 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO

4.8.1 Determinacion de Concentracion minima inhibitoria (CMI)

4.8.1.1 Método en caldo. EI método de microdilucion para la estimacién de los
valores de CMI fue realizado en placas multipocillo de ELISA de acuerdo con los

protocolos publicados por otros autores [50,51].

Inicialmente, se prepar6 un preindculo de E. coli O157:H7 en caldo Luria-Bertani
(LB), durante 14h a 37°C y 200rpm hasta alcanzar una concentracion bacteriana
de 4,6x10° UFC/mL. De igual manera, se preparé un pre-inéculo de S.aureus
resistente a Meticilina (SARM) en caldo Muller-Hilton (MH), en las mismas
condiciones hasta alcanzar una concentracién bacteriana de 7x10® UFC/mL.

Posteriormente, se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando
100 pL de este indculo bacteriano durante 9h, en microplacas que previamente
contenian péptido a diferentes concentraciones (entre 0.25 y 80 ug/mL) a 37°C
con una agitacion de 200rpm. Las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm. La CMI

fue definida como la menor concentracion de péptido que produce una inhibicion
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en el crecimiento de la bacteria. Los valores de CMIgg, CMIgy Yy CMIsg corresponden
a las dosis de péptidos que inhiben el 99%, 90% y 50% del crecimiento bacteriano,

respectivamente.[53,54]

4.8.2 Determinacién de Concentracibn minima bactericida (CMB). Posterior a la
determinacion de la CMI, se determiné la CMB. Para ello se trabajé con aquellos
cultivos de E.coli y S.aureus que fueron inhibidos por péptido durante la
determinacion de CMI. Se tomaron muestras de estos cultivos y se inocularon en
un caldo de cultivo compuesto por una Infusién de cerebro-corazon (BHI). Los
cultivos fueron llevados a cabo en tubos Eppendorf a 37°C durante 24 horas.

A continuacion, se tomd una alicuota de cada tubo y se llevé a cabo siembra en
superficie de cajas de Petri que contenian BHI agar con el fin de corroborar el
efecto bactericida en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas.
El valor de CMB se determiné como aquella concentracion donde el 100% del
crecimiento bacteriano fue inhibido completamente en comparacion con el control

positivo (sin tratamiento con péptido).[55,56]
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. DISENO DEL PEPTIDO

Las secuencias peptidicas pertenecientes a toxinas de escorpidén extraidas de la
“PDB” Protein Data Bank correspondieron a 137. A continuacion, se llevo a cabo
una depuracién revisando las secuencias de toxina y escogiendo Unicamente
aquellas secuencias provenientes de toxinas de escorpion en el 100% de su
composicion, sin mezclas o modificaciones, resultando 128 secuencias definitivas.
Las 128 secuencias se encuentran en el anexo D, las cuales se presentan en
formato Fasta. A continuacion, se realizd0 un alineamiento mdultiple de las
secuencias usando la herramienta ClustalW disponible en internet como software

libre de andlisis de secuencias (www.genome.jp/tools/clustalw/).

Los alineamientos de parejas son computados con un método todos contra todos y
las similitudes son guardadas en una matriz. Esta es luego convertida en una
matriz de distancias, donde la longitud de la distancia refleja la distancia evolutiva
entre cada par de secuencias.

De esta matriz de distancias, es creado un arbol de guia o filogenético utilizando
un algoritmo de clustering neighbour-joining para determinar el orden en que los
pares de secuencias seran alineados y combinados con alineamientos previos.
Las secuencias son alineadas progresivamente en cada punto de ramificacion

empezando por los pares de secuencias mas cercanos.
Como resultado, el alineamiento nos proporcion6 un &arbol guia o arbol

filogenético, mostrando las principales 5 ramificaciones o familias agrupadas de

los péptidos de escorpion. (Ver figuras 8, 9y 10). [40,41]
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Arboles filogenéticos obtenidos para las secuencias de péptidos de

Figura 8.

escorpion

4
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Figura 9. Arbol guia 1,2,4 obtenido a partir de las secuencias de escorpion.
Arbol guia 1y 2 1751 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1752 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1754 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1755 A PDBID CHAIN SEQUENCE
2KFE A PDBID CHAIN SEQUENCE
1JZP A PDBID CHAIN SEQUENCE
7 1WQD A PDBID CHAIN SEQUENCE
_|_|: 1WQC A PDBID CHAIN SEQUENCE
1WQE A PDBID CHAIN SEQUENCE
1HP9 A PDBID CHAIN SEQUENCE

Arbol guia 4

EZBSC A PDBID CHAIN SEQUENCE
1B3C A PDBID CHAIN SEQUENCFE

[~ 7VNB A PDBID CHAIN SEQUENCE

L 1VNA A PDBID CHAIN SEQUENCE

2SN3 A PDBID CHAIN SEQUENCE

[ 1JZB A PDBID CHAIN SEQUENCE
= 1JZA A PDBID CHAIN SEQUENCE
2KJA A PDBID CHAIN SEQUENCE

1CN2 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1PE4 A PDBID CHAIN SEQUENCE

Arbol guia 5

1751 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1752 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1754 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1755 A PDBID CHAIN SEQUENCE
ZKFE A PDBID CHAIN SEQUENCE
1JZP A PDBID CHAIN SEQUENCE
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Figura 10.  Arbol guia 3 4 obtenido a partir de las secuencias de escorpion.

TANRE 4 FORID CHAIN SEQUENCE
I-I: TMNRA A FORID CHAIN SEQUENCE
1TIT A PDBID CHAIN SEQUENCE
[ 1EMR A PDBID CHAIN SEQUENCE
L 1rma 4 PDBID CHAIN SEQUENEE
FPTY 4 PREMD CHAN SEQUENCE
VAR 4 POBRID CHRAIN SEQCENCE
T8EF A PFORID CHAIN SEQUENCE
ZKRJ A FORID CHAIN SEQUENCE
2HBH A POBID CHAIN SEQUENCE
1208 A POBID CHAIN SEQUENCE
12VE A PDEID CHAIN SEQUENCE
1T#l 4 PDBID CHAN SEQUENCE
fT7E8 4 PDEID CHAIN SEQUENCE
TT7E 4 FORID CHAIN SEQUENCE
10T A FDEID CHAIN EEQUENCE
15N1 A POBID CHAIN SEQUENCE
1EHZ A PDBID CHAIN SEQUENEE
1207 A PDBID CHAIN SEQUENCE
1ZVC A PDBID CHAIN SEQUENCE
TEYY A PDEMD CHAIN SEQUENCE
TZYFW 4 FORID CHRAILN SEQUENCE
TLQr A FOBID CHAIN SEQUENCE
1LGH A PDBID CHAIN SEQUENCE
248C A PDBID CHAIN SFQUENCE
2FE® A PDBID CHAIN SEQUENCE
2ATE 4 POEID CHAIN SEQUENCE
1LGQ A PDBID CHAIN SEQUENCE
r TEN4 4 FORID CHALN SEQUENCE
LEEHKA FDEID CHAIN SEQUENCE
1EVO A PDRID CHAIN SEQUENCE
[ 1OMY A FDBID CHAIN SEQUENCE
L spow 4 PDRID CHAIN SEQUENCE
1SNE A POBID CHAIN SEQUENCE
[ 1Dq7 4 PDEID CHAIN SEQUENCE
L z47r 4 FDRID CHAIN SEQUENCE
TB7D A FORID CHAIN EEQUENCE
TNFI A FORID CHAIN SEQUENCE
116¢ 4 PDBID CHAIV SEQUENCE
INES A PDBID CHAIV SEQUENCE
116F 4 PDBID QAN SEQUENCE
2rf1 4 PDBID CHUIN FEQUENCE
|: TBOG A PODBMD CHAIN SEQUENCE
THEN 4 FDEID CHAIN SEQUENCE
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Posteriormente, se realiz6 un alineamiento entre cada una de las 5 ramas o
familias principales del arbol filogenético. Al realizar alineamiento a cada familia
comparando los diferentes péptidos que presentaban alta homologia, se obtuvo 5
determinantes principales de alineamiento en donde los amino&cidos que mas se

conservan dieron origen a las secuencias peptidicas a sintetizar (Ver figura 11).

Figura 11. Obtencion de secuencias

CKEAIGKAAG- KCMNGKC \

CFKAFGRAHG-KCMNNKC
FGRAHG-KCMNNKC
CKKVTGSGQG-KCQNNQC
CRKQTGCPNA-KCINKSCK
CRKQTGCPNA-KCINKSCK
CRKQTGCPNA-KCINKSCK
CRKRTGCPNA-KCINKTCK
CMKQTGCPNA-KCINKSCK
CRYITGCFNS - RCINKSCK

\ CRKQTGCPNA-KCINKSCKy

Tabla 5. Secuencia de aminoacidos conservados (dominio) de la familia 1 de

QZ_AIPDBIDICHAIN|SEQUENCE
1C56_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1C55_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1M2S_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1TXM_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
273S_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1WT7_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1N8M_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1V56_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
1QKY_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

LX< << <<=

péptidos de veneno de escorpion

Familial (A) GVIINVKCKHS 11 Aminoéacidos

Familia 1 (B) SPQCLKPCKAMRGF 14 Aminoéacidos

Familia1l (C) GKCMGKCKCT 10 Aminoéacidos

Tabla 6. Secuencia de aminoacidos conservados (dominio) de la familia 2 de

péptidos de veneno de escorpion

Familia 2 (A) KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENE 23 Aminoacidos
Familia2 (B) GCNKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCE 26 Aminoacidos
Familia 2 (C) GLPESTPTYPLPNK 14 Aminoacidos
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Tabla 7. Secuencia de aminoacidos conservados (dominio) de la familia 3 de

péptidos de veneno de escorpion

Familia 3 (A) RDAYIADPHNCVYECA 16 Aminoécidos

Familia 3 (B) RN 2 Aminoécidos

Familia 3 (C) EYCNDLC 7 Aminoacidos

Familia 3 (D) TKNGAKSGYCQWVGKY 16 Aminoéacidos

Familia 3 (E) GNACWCIELPDN 12 Aminoécidos

Familia 3 (F) VPIRVPG 7 Aminoacidos

Tabla 8. Secuencia de aminoacidos conservados (dominio) de la familia 4y 5

de péptidos de veneno de escorpidn

Familia4y 5 (A) ILGKIKECIEALFQ 14 Aminoacidos

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedio a seleccionar las secuencias de
aminoacidos mas conservadas para cada posicion de aminoacidos (dominio
conservado) por grupo de familias, obteniendo asi las secuencias definitivas a
sintetizar las cuales numeradas del 1 al 5 y nombradas con una abreviatura de
PLS (Peptide Ludwing Scorpion ). Las secuencias fueron designadas como PLS1,
PLS2, PLS3, PLS4 y PLSS.

Figura 12. Secuencias de péptidos seleccionados para sintesis quimica

PLS1 I e »
P LSZ I * GLPESTPTYPLPNK >>

PLS3

N

PLSS r“1ﬁ@ﬁ@ﬁ§¢ﬁf“§>
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5.2 ESTANDARIZACION DE LA SINTESIS PEPTIDICA Y CLIVAJE

Se utilizaron tres procedimientos de sintesis quimica en fase sdlida, con la
finalidad de encontrar el método mas eficiente, practico y econémicamente
sostenible para la sintesis de péptidos. La sintesis de péptidos se realiz6 de
manera manual mediante sintesis quimica en fase solida, mediante la utilizacion
de jeringas de polietileno con filtro de polipropileno o bolsas de polipropileno.

Todos los productos fueron purificados para posteriormente ser analizados por
diferentes técnicas analiticas: cromatografia liquida de alta eficiencia vy

espectrometria de masas.

Los tres procedimientos de sintesis empleados permitieron seleccionar el método
de sintesis mas adecuado. Para ello, se tuvieron en cuenta las siguientes tépicos
(incorporacién del primer aminoacido, practicidad de los lavados, determinacion
de los acoples, desproteccion del grupo Fmoc, incorporacion de aminoécidos,

eliminacion de grupos protectores, clivaje.)

La incorporacion del primer aminoacido C- terminal en la resina se realiz6
mediante la formacion de un enlace amida que en algunas ocasiones en
condiciones no controladas se pueden generar racemizaciones o formacion de
dipéptidos. Para minimizar este efecto, los péptidos contienen grupos protectores

en su extremo o —amino y cadena lateral. [44]

El seguimiento de los acoples permitié verificar el porcentaje de acoplamiento del
primer amino&cido en la resina y los siguientes acoples de cada aminoacido, en
donde se observo detalladamente las diferentes etapas de lavado del péptido y la

eliminacién del grupo protector e incorporacion del siguiente aminoéacido.

Durante la eliminacion del grupo Fmoc, el grupo fue removido empleando

piperidina como base para realizar la desproteccion del aminoacido n- terminal,
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siendo verificado por colorimetria por medio del azul de Bromofenol o por el test
de Ninhidrina dependiendo de la metodologia; los aminoacidos se fueron
acoplando con TBTU, HBTU, HOat, DCC como grupos activadores del grupo

carboxilo disueltos en DMF dependiendo del procedimiento.

La consideracion importante es abrumadoramente para generar extremadamente
alto rendimiento en cada paso. Por ejemplo, si cada etapa de acoplamiento fuera a
tener un rendimiento del 99%, un péptido de 26 aminoacidos se sintetiza en 77%
de rendimiento final; si cada paso era 95%, que se sintetiz6 con un rendimiento del
25%. Por lo tanto se afiade cada aminoacido en gran exceso y el acoplamiento de
los aminoacidos juntos es altamente optimizado por una serie de agentes bien

caracterizados.

Los péptidos en sintesis tienen una situacién de cuidado cuando aumenta su
longitud (mas de 25), lo cual aumenta el riesgo de agregacion de cadenas,
obstaculizando el facil acople de los aminoacidos, necesitando algo mas de
tiempo de reaccién en algunos acoples. Los aminoacidos mas problematicos son

Lisina, Arginina y Histidina. [46]

Eliminacion de grupos protectores y clivaje; terminada la sintesis el péptido
finalizado debe ser retirado de la resina y realizar una desproteccion simultanea
de las cadenas laterales de aminoacidos, la desproteccién del grupo Fmoc se
realizd utilizando Piperidina con DMF, después de estos lavados se procedié a
realizar el clivaje y desproteccion en una sola etapa en medio acido utilizando el
coctel adecuado para cada péptido esperando un par de horas que el soporte sea
separado del péptido se filtré para obtener el péptido en solucion, se afadio éter
frio para producir la precipitacion del péptido, centrifugar y almacenar el péptido
obtenido a -20 °C.[47,48]. Este procedimiento permitio la obtencion de los péptidos

deseados para luego ser purificados.
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5.3 PURIFICACION DEL PEPTIDO

Una vez finalizada la desalinizacion y purificacion de los péptidos con sephadex G-
10 y sepack C1-8 se realizé una purificacion por cromatografia liquida de alta
eficiencia hasta obtener el grado de pureza deseado para poder realizar los
ensayos de actividad antibacteriana, previo a la purificacion se establecieron las
condiciones de elucion para cada péptido. En esta purificacion se empled un
equipo Agilent de inyeccion automética, como fase estacionaria una columna C-18
y un gradiente isocratico de 70% ACN 30% agua 0.1% TFA con un tiempo de

corrida de 15 minutos.

El producto final se obtuvo con un grado de pureza del 96-98%, con diferentes
tiempos de retencién indicando que los péptidos interactuaban de forma

diferentes con la fase estacionaria de la columna los cromatogramas se

encuentran en el anexo E. [49]

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas
Péptido PM Numero Carga Punto GRAVY Tiempo de retencion
Sintético (Da) de AA neta isoeléctrico (min)
pH 7
PLS 1 1565,93 14 3 9.9 -0.35 6.321
PLS 2 1513,71 14 0 6.8 -0.97 7.103
PLS 3 1840,20 16 -2 4.3 -0.42 5.276
PLS 4 1334,48 12 2 3.0 -0.15 3.109
PLS 5 1588,17 14 0 6.4 0.67 2.722

GRAVY: Hidrofobicidad calculada de la suma de los valores de la
hidrofobicidad
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5.4 CUANTIFICACION DEL PEPTIDO

El andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF permitié confirmar para todos
los péptidos antimicrobianos sintetizados: PLS1, PLS2, PLS3, PLS4, PLS5, la
masa molecular a partir de sus espectros de masas (Ver Figura 13).

Los resultados obtenidos por el analisis por MALDI-TOF son representados en la
Tabla 9, los datos experimentales de m/z (unidades de masa) para cada péptido

fueron acordes con sus respectivas masas moleculares obtenidas teéricamente.

En los espectros de masas se presentan sefiales después del ion molecular, las
cuales son debido a la presencia de atomos hidrégeno o iones magnesio, sodio 0
potasio (H*, Mg™, Na’, K"), los cuales forman aductos catiénicos salinos con los
péptidos por interaccion electrostatica y son comunes y parte de la técnica

analitica usada.

Tabla 10. Masa experimental y calculada de los péptidos sintetizados

Péptido PM (Da) Relacion m/z
Sintético Tedrica Experimental
PLS 1 1565,93 1590,23
PLS 2 1513,71 1531,97
PLS 3 1840,20 1841,71
PLS 4 1334,48 1336,53
PLS 5 1588,17 1612,47
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Figura 13. Espectros de masas de los diferentes péptidos sintetizados
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5.5 SIMULACION TEORICA DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LOS
PEPTIDOS

Se realizé la simulacion computacional de la estructura secundaria usando el
modelo molecular de CPH Models 3.0 una herramienta de simulacion por
homologia de estructura secundaria de péptidos y fueron visualizados en PYMOL
Viewer. Los péptidos visualizados fueron PLS1, PLS2, PLS3, PLS4, PLS5,

obteniéndose 4 estructuras secundarias irregulares y una estructura secundaria a-
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hélice en el péptido PLS5. Algunos aminoacidos debieron ser enlazados en
SPDBYV 4.04 con minimizacion de energia. El analisis tedrico de la predicciéon de la

estructura secundaria se observa en la figura 14.

Figura 14. Estructura secundaria de los péptidos sintéticos

5.6 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO

Se llevé a cabo la determinacion del efecto antibacteriano de los péptidos
sintetizados frente a E. coli O157:H7 y S. aureus resistente a Meticilina (SARM)
como modelos de bacterias Gram-negativa y Gram-positiva, respectivamente. La
determinacion del efecto antibacteriano se llevo a cabo empleando la metodologia
de microdiluciéon en caldo y usando un lector de micro placas ELISA para la
determinacion del crecimiento celular.

77



La evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los péptidos PLS1, PLS2,
PLS3, PLS4, y PLS5 se realizaron por triplicado. El error no fue mayor del 1%. Se
determind el crecimiento celular midiendo la densidad éptica del cultivo cada hora

a 595nm durante 8 horas de incubacion.

Determinacion de CMI y CMB contra Escherichia coli O157:H7. Se evalué la
cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 en presencia de diferentes
concentraciones de péptido. La figura 15 muestra las cinéticas de crecimiento de
E. coli O157:H7 en presencia de diferentes concentraciones de péptido. En ella se
observa el mayor efecto inhibitorio de los péptidos sobre el crecimiento microbiano

a mayores concentraciones del péptido..

Figura 15. Efecto antimicrobiano de los péptidos sintéticos sobre el crecimiento

de E. coli O157:H7
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En la figura 15 se observa que para E. coli O157:H7 el tiempo necesario para
cursar la fase de latencia es solo una hora, y en presencia de los péptidos no se

evidencia aun un efecto inhibitorio significativo.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana de los péptidos sintéticos sobre E. coli
O157:H7

Péptido CMlsg (UM) CMlgg (LM) CMlgg (LM) \ CMB (uM)
PLS 1 >50 >100 >100 >100
PLS 2 >100 >100 >100 >100
PLS 3 >80 >100 >100 >100
PLS 4 >100 >100 >100 >100
PLS 5 >50 >100 >100 >100

Determinacion de CMI y CMB contra Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (SARM). Se realiz6 la cinética de crecimiento de S. aureus resistente a
Meticilina (SARM) en presencia de los péptidos sintetizados a diferentes
concentraciones siguiendo la metodologia descrita. La figura 16 muestra que el
efecto inhibitorios e incrementa a medida que se adiciona una concentraciéon
mayor péptido. En las cinéticas de crecimiento de E. coli O157:H7en presencia de

péptido se obtuvo un resultado similar.
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Figura 16.  Efecto antimicrobiano sobre el crecimiento de SARM
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Tabla 12.  Actividad antimicrobiana de los péptidos sintéticos sobre SARM

Péptido CMlsq (UM) CMlgg (UM) CMlgg (UM) CMB (uM)
PLS 1 50 >100 >100 >100
PLS 2 25 60 >100 >100
PLS 3 25 50 100 100
PLS 4 >100 >100 >100 >100
PLS 5 >100 >100 >100 >100

En las tablas 10 y 11 se resumen los resultados de inhibicion del crecimiento
bacteriano por el método de microdilucion en caldo. Al igual que para E. coli
0157:H7, el efecto inhibitorio y actividad antibacteriana de los péptidos contra S.

aureus resistente a Meticilina presentd un orden descendente de actividad.

Sin embargo, al comparar los resultados de actividad antibacteriana, se observo
gue los valores de concentracion minima inhibitoria y bactericida fueron menores
para la cepa Gram-positiva (S. aureus) que para la cepa Gram-negativa (E. coli)
para la mayoria de los péptidos evaluados. Se sabe que la diferencia entre la
pared externa de las bacterias Gram-positivas y negativas de las bacterias esta
dada por el grado de permeabilidad, con un limite de exclusiéon de sustancias con
un peso molecular de mas de aproximadamente 600 Da para las células Gram-

negativas. [55]

Adicionalmente, las bacterias Gram-positivas tienen una pared celular constituida
por un heteropolimero, el peptidoglicano mureina, que estd muy desarrollado y
puede presentar hasta 40 capas y contiene acidos teitoicos. Los acidos teitoicos
son cadenas de moléculas de glicerina o ribitol esterificadas entre si por puentes
fosfato, que poseen una fuerte carga negativa y se unen probablemente a la
mureina a través del fosfato formando una amida. Por el contrario, la pared celular
de las bacterias Gram-negativas contiene grandes cantidades de lipoproteinas y
lipopolisacéaridos que representan hasta el 80 % del peso seco de la pared celular,

y presentan una interna red de peptidoglicano de mureina de una sola capa. La
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funcién del lipopolisacarido en las bacterias es la de incapacitar las defensas del
huésped, proporcionar carga negativa a la superficie de la membrana y
estabilizarla. Asi pues, en ambos casos, las bacterias se hacen susceptibles a
interacciones electrostaticas cuando estdan en presencia de agentes

antibacterianos de carga positiva. [56]

La pared externa de bacterias Gram-negativas actia como una barrera de
permeabilidad debido a la presencia de una capa de lipopolisacaridos que es
capaz de excluir a las macromoléculas y las sustancias hidréfilas, por lo tanto
puede ser responsable de la resistencia intrinseca de bacterias Gram-negativas.
Por lo tanto, S. aureus resistente a meticilina es mas susceptible a los efectos

bactericidas de las los péptidos sintetizados.
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6. CONCLUSIONES

Se disefiaron 5 péptidos derivados de péptidos naturales presentes en
venenos de escorpion utilizando técnicas bioinformaticas de analisis de

homologia se secuencias.

Se lograron sintetizar en fase soélida las secuencias peptidicas PLS1, PLS2,
PLS3, PLS4, PLS5.

De los 3 procedimientos de sintesis, el procedimiento 3, la metodologia de la

sintesis multiple en fase solida en bolsitas de te.

fue el mas confiable de los 3 por su pureza y rendimiento.

El estudio conformacional de la estructura secundaria de los péptidos de
demostré que en un ambiente simulado no son capaces de formar a-hélices

antipaticas.

Los péptidos sintéticos tuvieron mayor efecto antimicrobiano contra SARM que
contra E. coli O157:H7.

Los péptidos sintéticos disefiados a partir de péptidos naturales encontrados
en venenos de escorpién no presentaron en general un efecto anti microbiano
importante, ya que los valores de CIM no fueron inferiores a 25 micromolar y

los valores CMB fueron superiores a 100 micromolar.

El péptido que presenté un mayor efecto anti microbiano fue el péptido PLS5
frente a SARM.
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Anexo B.  Grupos protectores
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Anexo C. Formato de sintesis

ACOPLE NUMBER 1

Ala: reactor 1

Asn: reactor 2

Gln: reactor 3

Lavade con DMF [1x10') Lavado con DCM [1x1) [1x5")

DESPROTECCION DE LA RESINA

Fecha Hecho por Revisade por

Piperidina 5% + DMF 55% (3x207)

Lavado con DMF [5x1')

Lavade con IPA [1x1')

Lavade con azul de Bromofenal / DMF [1x2")

Lavado con DMF [2x1")

HORA DE ACOPLE ¥ DESCRIPCION DE LA ESTRATEGIA
Ciclo, Descripcidn de la estrategia Fecha Hora Hecho por Revisado por
Sencillo A.A + TETU+ DIPEA + DMF
Doble AA DCC+HOAT
Triple
Cuarto
DESPUES DE CADA CICLO ¥ ANTES DEL TEST DE KAISER
Lavade con DMF (2x1') )
Lavade con IPA [1x1")
Lavade con DEM [3x1')

Prueba de nihidrina: azul | incelorafamarilla
RESULTADOS ENSAYO DE KAISER
Reactor N® NN desprot Sencillo Doble Triple Cuarto
CAPPING
{Anhidro acético 15% + DMF seco 40% + DCM seco 40% + DIPEA 5%) x 307
Lavado primer residuo Hecho por Revisado por

Lavado con DMF [3x1")
Lavade con DCM [3x1')
TABLA DE CALCULD
N° de Exc. mg AR mg DCC | mg HOAT mg TBTU ml DIPEA

PRUEBA CLORANILO [comprueba un acople después de la prolina)  positiva ©  f negativa
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Anexo D. Secuencias de toxinas de venenos

>2CRD:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS
>2SN3:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPE
STPTYPLPNKSC

>1VNB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHCNTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLP
ESTPTYPLPNKSC

>1VNA:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVKKSDGCKYDCFWLGKNEHCNTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLP
ESTPTYPLPNKSC

>1PNH:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TVCNLRRCQLSCRSLGLLGKCIGVKCECVKH
>1SIS:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MCMPCFETTDPNMAKKCRDCCGGNGKCFGPQCLCNRX
>1PTX:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPD
HVRTKGPGRCH

>1CHL:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MCMPCFTTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR
>1NRB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KKDGYPVDSGNCKYECLKDDYCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPDNSP
TKTSGKCNPA

>1NRA:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KKDGYPVDSGNCKYECLKDDYCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPDNSP
TKTSGKCNPA

>1SXM:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNNX
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>1CMR:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CTTSKECWSVCQRLHNTSKGWCDHRGCICES
>1BAH:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
EFTNVSCTTSKEAWSVCQRLHNTSRGKCMNKKARCYS
>1SCO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GVIINVKCKISRQCLEPCKKAGMRFGKCMNGKCHCTPK
>1LQI:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIAKNYNCVYECFRDAYCNELCTKNGASSGYCQWAGKYGNACWCYALP
DNVPIRVPGKCR

>1LQH:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIAKNYNCVYECFRDAYCNELCTKNGASSGYCQWAGKYGNACWCYALP
DNVPIRVPGKCR

>1ACW:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VSCEDCPEHCSTQKAQAKCDNDKCVCEPI

>1SNB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GRDAYIADSENCTYFCGSNPYCNDVCTENGAKSGYCQWAGRYGNACYCIDLPA
SERIKEGGRCG

>1TXM:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKSCKCYGCX
>1TSK:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VVIGQRCYRSPDCYSACKKLVGKATGKCTNGRCDC
>1AHO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPD
HVRTKGPGRCH

>2PTA:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TISCTNPKQCYPHCKKETGYPNAKCMNRKCKCFGR
>1LQQ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAKNYNCVYECFRDSYCNDLCTKNGASSGYCQWAGKYGNACWCYALPD
NVPIRVPGKCH

>1LIR:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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EFTQESCTASNQCWSICKRLHNTNRGKCMNKKCRCYS
>1BCG:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MKKNGYPLDRNGKTTECSGVNAIAPHYCNSECTKVYYAESGYCCWGACYCFGL
EDDKPIGPMKDITKKYCDVQIIPS

>2B3C:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KDGYLVEKTGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGFGCYCEGLPDS
TQTWPLPNKTC

>1B3C:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KDGYLVEKTGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGFGCYCEGLPDS
TQTWPLPNKTC

>2BMT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
EFTNVSCSASSQCWPVCKKLFGTYRGKCMNSKCRCYS
>1CN2:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYE
QAIVWPLPNKRCSX

>1BKT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPKX
>1BIG:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
EFTDVKCTGSKQCWPVCKQMFGKPNGKCMNGKCRCYS
>1BMR:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDGYIAQPENCVYHCFPGSSGCDTLCKEKGGTSGHCGFKVGHGLACWCNALP
DNVGIIVEGEKCHSX

>1B7D:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKV
WDRATNKC

>1SN4:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAKPENCVYHCAGNEGCNKLCTDNGAESGYCQWGGRYGNACWCIKLPD
DVPIRVPGKCH

>1SN1:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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VRDAYIAKPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIELPD
NVPIRVPGKCH

>1CZ6:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

RSVCRQIKICRRRGGCYYKCTNRPY

>1QKY:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
DEAIRCTGTKDCYIPCRYITGCFNSRCINKSCKCYGCT
>1DU9:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VGCEECPMHCKGKNAKPTCDDGVCNCNV
>1C49:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TISCTNEKQCYPHCKKETGYPNAKCMNRKCKCFGR
>1CHZ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAKPHNCVYECARNEYCNNLCTKNGAKSGYCQWSGKYGNGCWCIELPD
NVPIRVPGKCH

>1QUZ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
ASCRTPKDCADPCRKETGCPYGKCMNRKCKCNRCX
>1C56:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT
>1C55:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHGKCMNNKCRCYT
>1FH3:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDGYIAQPENCVYHCFPGSSGCDTLCKEKGGTSGHCGFKVGHGLACWCNALP
DNVGIIVEGEKCHSX

>1C6W:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR
>1DJT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAKPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIELPD
NVPIRVPGKCH

>1DQ7:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GEDGYIADGDNCTYICTFNNYCHALCTDKKGDSGACDWWVPYGVVCWCEDLPT
PVPIRGSGKCR
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>1HP2:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VFINAKCRGSPECLPKCKEAIGKAAGKCMNGKCKCYP
>116G:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KDGYPVDSKGCKLSCVANNYCDNQCKMKKASGGHCYAMSCYCEGLPENAKVS
DSATNICG

>116F:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KDGYPVDSKGCKLSCVANNYCDNQCKMKKASGGHCYAMSCYCEGLPENAKVS
DSATNICG

>1JLZ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ACGSCRKKCKGSGKCINGRCKCY

>1JZB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPE
STPTYPLPNKSCS

>1JZA:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPE
STPTYPLPNKSCS

>1JZP:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

TSAQKAKAEERKRRKMSRGLX

>1HP9:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

GHACYRNCWREGNDEETCKERC

>1LGL:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
RPTDIKCSESYQCFPVCKSRFGKTNGRCVNGFCDCF
>1J5J:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
RPTDIKCSESYQCFPVCKSRFGKTNGRCVNGFCDCF
>1NH5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KDGYPVDSKGCKLSCVANNYCDNQCKMKKASGGHCYAMSCYCEGLPENAKVS
DSATNICG

>1NPI:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKV
WDRATNKC

100



>1NE5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTCMFFKCKCA
>11E6:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GDCLPHLKRCKADNDCCGKKCKRRGTNAEKRCR
>1N8M:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
IEAIRCGGSRDCYRPCQKRTGCPNAKCINKTCKCYGCS
>1Q2K:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AACYSSDCRVKCVAMGFSSGKCINSKCKCYK
>10MY:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIAQNYNCVYHCARDAYCNELCTKNGAKSGSCPYLGEHKFACYCKDLP
DNVPIRVPGKCH

>1KV0:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDGYIALPHNCAYGCLNNEYCNNLCTKDGAKIGYCNIVGKYGNACWCIQLPDNV
PIRVPGRCHPA

>1HLY:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TVIDVKCTSPKQCLPPCKAQFGIRAGAKCMNGKCKCYPH
>1RJI:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TPYPVNCKTDRDCVMCGLGISCKNGYCQGCT
>1R1G:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AACYSSDCRVKCVAMGFSSGKCINSKCKCYK
>1PJV:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AVCVYRTCDKDCKRRGYRSGKCINNACKCYPY
>1M2S:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
FGLIDVKCFASSECWTACKKVTGSGQGKCQNNQCRCY
>1PVZ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TPFAIKCATDADCSRKCPGNPPCRNGFCACT
>1PE4:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
RDGYPLASNGCKFGCSGLGENNPTCNHVCEKKAGSDYGYCYAWTCYCEHVAE
GTVLWGDSGTGPCRS

>1PX9:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTCMFFKCKCA
>1WM8:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VGCEECPMHCKGKNANPTCDDGVCNCNV
>1WM7:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
ATCEDCPEHCATQNARAKCDNDKCVCEPK
>1SEG:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VKDGYIVKNYNCTYFCFRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPD
HVPIRVPGKCH

>1T7E:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIAKSHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>1T7B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIAQPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>1T7A:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIADPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>1WPD:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPYGKCMNRKCKCNRC
>1WMT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VHTNIPCRGTSDCYEPCEKKYNCARAKCMNRHCNCYNNCPW
>1T55:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ILGKIWKPIKKLFX

>1T54:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ILGKIAEGIKSLFX

>1T52:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ILGKIWKGIKSLFX

>1T51:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ILGKIWEGIKSLFX

>1WT7:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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WCSTCLDLACTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKSCKCYGC
>1WQE:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

NDPCEEVCIQHTGDVKACEEACQ

>1WQD:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY

>1WQC:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVE

>1S8K:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
ETQCQSVRDCQQYCLTPDRCSYGTCYCKTTX
>1V56:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
IRCSGSRDCYSPCMKQTGCPNAKCINKSCKCYGCX
>1WZ5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
LVKCRGTSDCGRPCQQQTGAPNSKCINRMCKCYGA
>1WT8:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
TPYPVNCKTDRDCVMCGLGISCKNGYCQGCT
>1T1T:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KIDGYPVDYWNCKRICWYNNKYCNDLCKGLKADSGYCWGWTLSCYCQGLPDN
ARIKRSGRCRA

>2A7T:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GEDGYIADGDNCTYICTFNNYCHALCTDKKGDSGACDWWVPYGVVCWCEDLPT
PVPIRGSGKCR

>1Y2P:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
ASCRTPKDCADPCRKETGCPYGKCMNRKCKCNRC
>1WWN:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KKNGYAVDSSGKVSECLLNNYCNNICTKVYYATSGYCCLLSCYCFGLDDDKAVLK
IKDATKSYCDVQII

>1ZYW:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIADSHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIKVGGKCH

>1ZYV:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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NSVRDAYIADSHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIKGPGKCH

>1ZVE:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIAGPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>1ZUT:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIADSHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIKVPGKCH

>17U3:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIAAPHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>2AXK:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
EIDTNVKCSGSSKCVKICIDRYNTRGAKCINGRCTCYP
>1ZVG:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
NSVRDAYIADSHNCVYECARNEYCNDLCTKNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIEL
PDNVPIRVPGKCH

>2ATB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIADDVNCVYECFRDAYCNELCTKNGASSGYCQWAGKYGNACWCYAL
PDNVPIRVPGKCR

>2ASC:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIAKNYNCVYECFRDAYCNELCTKNGASSGYCQWAGKYGNACWCYALP
DNVPIRVPGKCR

>2161:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MDGYIKRRDGCKVACLIGNEGCDKECKAYGGSYGYCWTWGLACWCEGLPDDK
TWKSETNTCG

>2DDL:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AFCNLRMCQLSCRKSLGCLLGKCIGDKCKCYGC
>2CK5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CKISRQCLKPCKDAGMRFGKCMNGKCHCTPK
>2CK4:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
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GVIINVKCKISRQCLKPCKDAGMRFGKCMNGKCHCTPK
>2E0H:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAQNYNCVYHCARDAYCNELCTKNGAKSGSCPYLGEHKFACYCKDLPDN
VPIRVPGKCH

>273S:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GVPINVSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKSCKCYGC
>2UVS:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK
>2K4U:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCTNGKCHCTPK
>3E8Y:X|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AACYSSDCRVKCVAMGFSSGKCINSKCKCYK
>2KJA:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KEGYLVNKSTGCKYGCLLLGKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFGCWCEGLPE
STPTYPLPNKSCS

>2K90:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
AAAISCVGSPECPPKCRAQGCKNGKCMNRKCKCYYC
>2KBJ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VKDGYIADDRNCPYFCGRNAYCDGECKKNRAESGYCQWASKYGNACWCYKLP
DDARIMKPGRCNGG

>2KBH:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VKDGYIADDRNCPYFCGRNAYCDGECKKNRAESGYCQWASKYGNACWCYKLP
DDARIMKPGRCNGG

>2KBK:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
VRDAYIAKPENCVYECGITQDCNKLCTENGAESGYCQWGGKYGNACWCIKLPDS
VPIRVPGKCQ

>2KIR:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
INVKCSLPQQCIKPCKDAGMRFGKCMNKKCRCYS
>2KFE:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

GRGREFMSNLKEKLSGVKEKMKNS
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>2KQL:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR
>30DV:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK
>2KTC:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GSVGCAECPMHCKGKMAKPTCENEVCKCNIGKKD
>2YEO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MVRDAYIAKNYNCVYECFRDAYCNELCTKNGASSGYCQWLGKYGNACWCYALP
DNVPIRVPGKCR

>2KYJ:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
DFPLSKEYESCVRPRKCKPPLKCNKAQICVDPNKGW
>2KY3:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GSAFCNLRRCELSCRSLGLLGKCIGEECKCVPY
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