DESARROLLO DE NUEVOS PEPTIDOS SINTETICOS ANALOGOS DE
LACTOFERRAMPINA BOVINA 265-284 CON POTENCIAL ANTIBIOTICO
FRENTE A Escherichia coli O157:H7 Y Staphylococcus aureus RESISTENTE
A METICILINA (SARM)

JOHANNY PEREZ SANTAMARIA

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARMANGA
2015



DESARROLLO DE NUEVOS PEPTIDOS SINTETICOS ANALOGOS DE
LACTOFERRAMPINA BOVINA 265-284 CON POTENCIAL ANTIBIOTICO
FRENTE A Escherichia coli O157:H7 Y Staphylococcus aureus RESISTENTE
A METICILINA (SARM)

JOHANNY PEREZ SANTAMARIA

Trabajo de grado para optar al titulo de Quimico

DIRECTOR:
RODRIGO GONZALO TORRES SAEZ, Ph.D.

CO-DIRECTORA:
YULY ANDREA PRADA VARGAS, MSc.

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARMANGA
2015



CC. N0 1.098.711.736 de Bucaramanga



DEDICATORIA

4 mi Padne Celestial, a Jesuenists 4 al Eopinitu Santo

A mis padres, #na Lucila Santamaria 4 Disgenes Péres
A mé wovéa, Brigitte Benual

A i Fewmana, Hexandra Péres

A wi Baby, Juan Sebastidn, wno de mis grandes amores



AGRADECIMIENTOS

A mi Sefor Dios por darme la vida, disciplina, constancia y sabiduria para alcanzar

este gran objetivo en mi vida.

A mis padres por su infinito e incomparable amor, esfuerzo, esmero y por los

principios éticos, morales y espirituales infundidos.

Al Profesor Rodrigo Torres por darme la oportunidad de pertenecer al grupo de

investigacion GIBIM, por sus asesorias y ensefianzas académicas y personales.

A la Dra Claudia Ortiz por su valiosa orientacion, formacién académica, paciencia

y confianza en mi trabajo.

A la Dra Fanny Guzman por su constante ayuda, colaboracién y orientacion

durante todo el proceso de la Sintesis de Péptidos.

A todos los integrantes del GIBIM quienes fueron de gran ayuda y con quienes

tuve la oportunidad de compartir, reir y vivir diferentes momentos.

A mi hermana Alexandra Pérez por hacer las veces de mama cuando siendo un
nifio lo necesité, por estar conmigo en los momentos de enfermedad y por su

orientacion espiritual.



A mi novia Brigitte Bernal por su apoyo incondicional en los momentos de

dificultad, por su amor, paciencia, lealtad y dedicacion “Mi Consentida “.

A la Familia Martinez Aldana quienes fueron por varios afios mi Hogar y mi

Familia.

A todas aquellas personas las cuales se alegraron con mis triunfos y Yo con los de

ellos, a quienes supieron entenderme, perdonarme y ayudarme en diferentes

tiempos y etapas de mi estancia en la UIS. “A quienes corresponda, los llevo en mi

corazoéon”

A todos los docentes UIS que aportaron en mi formacion académica y personal.

A la Universidad Industrial de Santander - UIS de la cual me siento muy orgulloso.



CONTENIDO

Pag.

INTRODUGCCION ... ..ottt e, 18
1 MARCO CONCEPTUAL Y ANTECEDENTES ........cooiiiiiiiiiiee et 20
1.1 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAM).... c.coviiriiiiiiieieeeeiseeisisisiei e 20
1.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS PAM......cciiuiiieiieeeeeeeeeeeeee e 21
1.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE LA LACTOFERRAMPINA BOVINA..........
.................................................................................................................. 25

1.4 SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA.........ccooiitiiiieiesieteesee e 32
3 IS Yo oo (=TT ] o o T 34
1.4.2 Espaciadores “linkers” entre el péptido y la resina. ............ccceeevvvviiiicinneeenn. 36
1.4.3 Reactivos de acoplami€nto .......cccoeceeiiiiiiiiiiiiiie e 37
1.4.4 Sintesis multiple de PEPLIAOS ......ccoeeeeiiiiieie e 39
1.5 PURIFICACION DE PEPTIDOS.......ccvciiiiiiieiieecte ettt 40
1.6 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR Y ESTRUCTURA
SECUNDARIA DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS ... 42
1.6.1 Espectrometria de masa de tiempo de vuelo (MALDI -TOF)......ccccccevveennnnne 42
1.6.2 Dicroismo Circular (DC) .....coouuueiiiiii e 42
2 OBIETIVOS ...ttt aas 44
2.1 OBIETIVO GENERAL.....u et e e 44
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooueceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
3 MATERIALES Y METODOS ...ttt e, 45
3.1 MATERIALES . ..o e eas 45
3.2 METODOS ...ttt sttt sttt 45
3.2.1 Disefio bioinformético de los PAM analogos de LFamp B.............cccceeeeeeen. 46
3.2.2 Sintesis de los PAM utilizando la estrategia de proteccion F-moc vy
PUFfICACION POIr HPLC .....eee e e e e e e e eaanns

47

3.2.3 Caracterizacion de los PAM por MALDI- TOF Yy DC.....ocoooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 49
3.2.4 DETERMINACION DE LA CMI'Y LA CMB DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS
(LFAMP B Y SUS ANALOGOS) FRENTE A E. COLI O157:H7 Y SARM............... 50
4 RESULTADOS Y ANALISIS......ooiiiieiieceeee e, 52
4.1 DISENO BIOINFORMATICO Y SINTESIS DE PAM .......coovcveeieeeveveeeee 52



4.2 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS PAM .....cocovveveeieeeceeieeieae, 55
4.2.1 Determinacion de la pureza por cromatografia liquida de lata eficiencia en

fase reversa (HPLC-RP) ... et 55
4.2.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF ..o, 56
4.2.3 Dicroismo CIircular (DC) ..oooveeeee e 56
4.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS PAM ........... 59
5 CONCLUSIONES......uuuttuutttiiiiiiiiiiiiiiiiee bbb nssbnssasbasssssnennnnes 71
6 RECOMENDACIONES ... oo e e 73
BIBLIOG R AR A . 73
AN X O S . . 79

10



LISTA DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Concentracion letal 50% (CL50) de la LFamp-B 268-284 y LFamp B 265-
284, frente a cepas Gram (+) Y Gram (=).. «ooovveeiiiiiiiiieee e 29
Tabla 2. Alineamiento multiple de secuencias (Clustal W) de LFamp B contra
diferentes ProteINAS. ......oooi it 52
Tabla 3. Secuencias disefiadas y sintetizadas de PAM analogos de LFamp B. ...53
Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de I0S PAM............cccccci 54

Tabla 5. Valores de masa tedricos y experimentales de los PAMs sintetizados. ..56
Tabla 6. Resultados obtenidos de CMI y CMB de los péptidos sintetizados contra

SARM. et a e e e e e e e aas 63
Tabla 7. Resultados obtenidos de CMI y CMB de los péptidos sintetizados contra
ot o] [ I O N RS I S 68

11



LISTA DE FIGURAS
Pag.
Figura 1. Principales clases estructurales de los péptidos antimicrobianos (PAM).
Figura 2. Formacién de poro por parte de los PAM a-helicoidales en el modelo de
FUPLUIA POF DAITIL. oo 23

Figura 3. Disolucion de la membrana fosfolipidica por la formacion de micelas.. .24
Figura 4. En el modelo de poro toroidal, los PAM permanecen unidos con los LPS

de la membrana hasta la lisis celular. ..........ccccccoviiiiiiiiii 25
Figura 5. Modelo de la estructura secundaria de la Lactoferrina.............cccccoeeee... 26
Figura 6. Representacion estructural de la LF-b. ..........cccccovviiiiiiiicieee e, 27
Figura 7. Péptidos antimicrobianos catidnicos identificados en la region N-terminal

A 18 LD 28
Figura 8. Representacion esquematica de la estructura de la LFamp B en

ambientes quimicos hidrofObICOS. .........ccoceeeiiiiiiiii e 30
Figura 9. Dafo estructural bacteriano. ............cccccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 31
Figura 10. Representacion esquematica de la proteccion del aminoacido L-

Alanina con €l grupo F-IMOC..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 32
Figura 11. Esquema de la SPFS utilizando la estrategia Fmoc. .............ccccoeee..... 34

Figura 12. Solvatacién de la resina por causa de los disolventes DCM y DMF. ...35
Figura 13. Diagrama del espaciador bifuncional Rink amida MBHA-Fmoc unido al

SOPOIte PONMETICO P .. 37
Figura 14. Estructura de las carbodiimidas y los aditivos utilizados en la SPFS. .38
Figura 15. Estructura de las sales de fosfonio (BOP - PyBOP) y de uronio (HBTU -

L= L1 ) I 39
Figura 16. Representacion de la sintesis en bolsa de polipropileno40
Figura 17. Montaje de microextraccion en fase solida. .........ccccccoviiiiiiiieeneennnnn. 48
Figura 18. Estructuras secundarias de los PAM visualizadas en el programa
PYMOL. . e ——————————— 55
Figura 19. Espectros de DC de los péptidos LFamp B, Al, A2, A3y Ad............. 58
Figura 20. Perfiles de la cinética de crecimiento de SARM en presencia de la
LFamp By €l analogo Ad..........oeeiiii et 60
Figura 21. Representacion de la estructura 1-D y 2-D del péptido ALl. ................. 62
Figura 22. Perfil de la cinética de crecimiento de E.coli O157:H7 en presencia de
laLFam By el analogo Ad........cooooiiii 64
Figura 23. Representacion de la estructura 1-D y 2-D del péptido A4. ................. 66
Figura 24. Determinacion de 1a CMB. .........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 69

12



LISTA DE ANEXOS

Pag.
Anexo A. Cromatogramas HPLC-RP de los péptidos sintéticos. ............cccevvvvnnnn. 80
Anexo B. Tiempos de retencion de 10S PAM. ... 81
Anexo C. Espectro de MALDI-TOF del péptido LFamp B. ..........cccoevvieeiviiviininnnnnn. 82
Anexo D. Espectro de MALDI-TOF del analogo Al. .......ccooeviiiiiiiiiiiineeeeeiie 83
Anexo E. Espectro de MALDI-TOF del analogo A2. .........ccovvvviiiiiiiiee e, 84
Anexo F. Espectro de MALDI-TOF del analogo AS.........ccooeiiiiiiiiiiiieeeee e 85
Anexo G. Espectro de MALDI-TOF del analogo A4. .........ccoovvveiiiiiiie e, 86
Anexo H. Perfiles de la cinética de crecimiento de SARM en presencia de los
analogos Al, A2 y A3 respectivamente .............uuuieiiieeeeeeeieiiien e 87
Anexo |. Perfiles de la cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 en presencia de
los analogos Al, A2 y A3 respectivamente..........cccuuviieiieeeeeeeeeiiiiie e e e eeeeaanns 88

13



LISTA DE ABREVIATURAS

A Longitud de onda

S} Elepticidad Molar

ACN Acetonitrilo

BHI Infusion Cerebro Corazon

CAMP Colletion of Anti-Microbial Peptides
CLso Concentracion letal 50%

CMB Concentracion minima bactericida
CMI Concentracion minima inhibitoria
Da Daltons

DC Dicroismo circular

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DFC Dodecilfosfocolina

DIC Diisopropilcarbodiimida

DIPEA Diisopropiletilamina

DMF Dimetilformamida

EDT Etanoditiol

F-moc 9 —flurenilmetoxicarbonilo

HBTU 2-(1H-benzotriazol-1-il) 1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluoroborato
HCCA a-ciano-4-hidroxicinamico

HOAT 1- hidroxibenzotriazol

HOBt 1-Hidroxibenzotriazol

HPLC-RP Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa

LB Luria Bertani
LFamp B Lactoferrampina bovina
LF-b Lactoferrina bovina

LFchimera  Lactoferrina Quimera
LFcin Lactoferricina

14



MALDI-TOF
MH
MBHA
NCBI
OMS
OPS
PAM
PEG
PPG
RMN
rpm
SDS
SPFS
t-BOC
TFA
TFE
TIS
UFC

Desorcién/ionizacion laser asistida por matriz-Tiempo de vuelo
Mueller-Hinton

4-metilbencilhidrilamina

National Center for biotecnology information
Organizacion Mundial de la Salud
Organizacion Panamericana de la Salud
Péptido antimicrobiano

Polietilenglicol

Polipropilenglicol

Resonancia Magnética Nuclear
Revoluciones por minuto

Dodecilsulfato de Sodio

Sintesis de péptidos en fase solida
terc-Butiloxicarbonilo

Acido trifluoracético

Trifluoroetanol

Triisopropilsilano

Unidades Formadoras de Colonia

15



RESUMEN

TITULO: DESARROLLO DE NUEVOS PEPTIDOS SINTETICOS ANALOGOS DE
LACTOFERRAMPINA BOVINA 265-284 CON POTENCIAL ANTIBIOTICO FRENTE A Escherichia
coli 0157:H7 Y Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA (SARM)'.

AUTOR: JOHANNY PEREZ SANTAMARIA”

PALABRAS CLAVES: Péptidos antimicrobianos, Lactoferrampina Bovina, Disefio de péptidos, E.

coli O157:H7, S. aureus resistente a meticilina.

DESCRIPCION: En este trabajo de investigacion se llevo a cabo la sintesis de cinco péptidos con
potencial actividad antimicrobiana frente a las bacterias patégenas E. coli O157:H7 y SARM.
Inicialmente se compar6 la secuencia de la LFamp B contra diferentes proteinas de la familia de
las transferrinas con el fin de determinar las posibles modificaciones aminoacidicas responsables
de la actividad biolégica en la secuencia de la LFamp B 265-284. Posteriormente, se sintetizaron
los péptidos LFamp B 265-284 y cuatro de sus analogos a través de la metodologia de sintesis de
péptidos en fase sélida (SPFS) con la estrategia de proteccion Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo).
Todos los péptidos se obtuvieron una pureza = 90% y mostraron un perfil tipico de a-hélice, de
acuerdo con los resultados obtenidos mediante dicroismo circular (DC). Adicionalmente, se verificd
la masa molar de los cinco péptidos sintetizados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.
Finalmente se realizé la determinacion in vitro de la actividad antimicrobiana de los péptidos
sintéticos frente a las dos cepas mencionadas previamente. Las concentraciones de péptido
utilizadas, estuvieron entre el rango de 0.5 a 100 yM. El analogo A4 de la LFamp B fue el péptido
mas activo frente a las dos cepas evaluadas comparado con los demas péptidos sintetizados. La
concentracién minima inhibitoria cincuenta (CMlso) del analogo A4 frente a SARM fue 52uM y 77
MM frente a E. coli O157:H7. SARM fue mas susceptible que E. coli 0157:H7 al tratamiento con
los péptidos sintetizados y evaluados en este estudio.

" Tesis de Grado
" Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: TORRES, R. Co-directora: PRADA, Y.

16



ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT OF NEW SYNTHETIC PEPTIDES ANALOG LACTOFERRAMPINA
BOVINE 265-284 WITH ANTIBIOTIC POTENTIAL AGAINST Escherichia coli 0157: H7 and

Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA).”
AUTHOR: JOHANNY PEREZ SANTAMARIA™

KEYWORDS: Antimicrobial peptides, Lactoferrampin Bovine, Peptide Design, E. coli O157:H7, S.

aureus methicillin-resistant.

DESCRIPTION: In this research the synthesis of five peptides with potential antimicrobial activity
against pathogenic bacteria E. coli 0157: H7 and MRSA was carried out. Initially the sequence of
LFamp B was compared against different proteins belonging to the transferrin family in order to
determine any amino acid changes responsible for the biological activity in the sequence of B
LFamp 265-284. Subsequently, LFamp B 265-284 and four of its analog peptides were synthesized
by the synthesis of peptides in solid phase (SPPS) following the strategy of Fmoc (9-
fluorenylmethoxycarbonyl) protection. The purity of the peptides was around 90% and they
showed a typical profile of a-helix, according to the results obtained by a circular dichroism (DC). In
addition, the molar mass of the five peptides synthesized by MALDI-TOF was evaluated. Finally,
the in vitro studies of the antimicrobial activity of the synthetic peptides against the two strains
mentioned above was performed. The peptide concentrations used in this research was in the
range of 0.5 to 100 uM. The A4 LFamp B analog peptide was the most active against both, E. coli
0157: H7 and MRSA strains tested compared to the other peptides synthesized. The MICg, A4
analog was 52uM against MRSA and 77 uM against E. coli O157: H7. MRSA was more
susceptible than E. coli O157: H7 to the treatment with the synthesized peptides.

" Graduate thesis
" Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Research advisors: TORRES, R., PRADA, Y.
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INTRODUCCION

Los problemas de salud publica afectan a gran parte de la poblacién mundial, en
especial a los habitantes de paises subdesarrollados de Africa, Asia y América
Latina. Muchos de estos problemas son causados por bacterias patdégenas tales
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus resistente a meticilina, entre
otras. Estas bacterias han logrado desarrollar mecanismos de resistencia contra
distintos farmacos aprobados por la FDA; el fendmeno de resistencia bacteriana
estd en aumento debido al uso indiscriminado de farmacos, la automedicacion y la
interrupcion temprana de los tratamientos, incrementando el nUmero de especies

resistentes (Organizacién Mundial de la Salud, 2005).

Anualmente se presentan cerca de 15 millones de muertes provocadas por
agentes patégenos segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), siendo los
nifos menores de 5 afos los mas afectados (Organizacibn Panamericana de la
Salud, 2008; Organizacion Mundial de la Salud, 2010). EI fendbmeno de
resistencia bacteriana esta en continuo aumento y no parece detenerse. La
evidencia que deja al descubierto este problema, es el incremento de la
resistencia de Strptococcus pneumoniae a la penicilina (ERP) (Hawkey & Jones,
2009), Pseudomona aeruginosa resistente a imipenem y Klebsiella pneumoniae
resistente a cefalosporinas de tercera generacién; el incremento de la resistencia,
en las dos ultimas especies mencionadas ha sido superior al 20% en el afio 2003
comparado con la prevalencia presentada entre 1998 y 2002 (Jeyanthi et al.,
2013).

El fendbmeno de resistencia bacteriana ha llamado la atencion de la comunidad

cientifica, por lo que se han invertido esfuerzos en la busqueda de alternativas
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terapéuticas efectivas para el tratamiento de enfermedades infecciosas
ocasionadas por agentes patdgenos.

Los péptidos antimicrobianos (PAM) han surgido como una opcidon prometedora
que puede llegar a ser utilizada clinicamente en el tratamiento de enfermedades
causadas por microorganismos patdégenos. Los PAM son biomoléculas que se
hallan en el sistema inmune innato de las plantas, vertebrados e invertebrados y
desempeiian su funcion en la primera linea de defensa del huésped frente a
diversos agentes infecciosos tales como microorganismos, virus, hongos,
parasitos o intrusos celulares (Lehrer, 2013; Taber, 2002). En los humanos, los
PAM ademéas de sus caracteristicas antibidticas también sirven como
sefalizadores de respuesta inmune, moléculas efectoras importantes en la
inflamacion y estan involucrados en los procesos de cicatrizacion (Gordon &
Romanowski, 2005).

Por lo tanto, en el presente trabajo de investigacién, se realizé la sintesis de
péptidos analogos de lactoferrampina bovina (LFamp B) con estructura helicoidal,
como potenciales agentes bioldgicos activos frente a bacterias patbgenas Gram
positivas (+) y Gram negativas (-) de SARM y E. coli O157:H7, respectivamente.
Los PAM sintetizados fueron sometidos a ensayos de microdilucion en caldo y se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB) de los antimicrobianos en presencia de las dos cepas

patbgenas mencionadas anteriormente.
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1 MARCO CONCEPTUAL Y ANTECEDENTES

1.1 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAM)

Los primeros péptidos antimicrobianos fueron aislados a partir de ranas e insectos
en la década de 1980 (Chan et al., 2006). Treinta afios después se han
identificado cientos de péptidos, los cuales se pueden clasificar en cinco grupos de
acuerdo a las caracteristicas estructurales (Cézard et al., 2011; Hyunsoo & Janda,
2002): 1) Péptidos lineales, mayoritariamente helicoidales, 2) Péptidos lineales sin
cisteina, con abundancia de un residuo aminoacidico, 3) Péptidos con un enlace
disulfuro, 4) Péptidos con dos o mas enlaces disulfuro, que forman
prioritariamente hojas beta, 5) Péptidos antimicrobianos derivados de otros
polipéptidos o proteinas con funciones conocidas (Lehrer, 2013; Taber, 2002). La
actividad biolégica de los PAM es atribuida principalmente a la estructura
secundaria (Figura 1), la cual est4 determinada por la naturaleza de la secuencia
aminoacidica y el entorno al que estd expuesto el péptido (Cruz et al., 2014;
Cézard et al., 2011; Nguyen, 2011).
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Figura 1. Principales clases estructurales de los péptidos antimicrobianos (PAM).
A) Representa algunos péptidos a-helicoidales, B) representa algunos péptidos 3-

plegados y C) representa algunos péptidos en espiral al azar

é}y%gﬁ > i S = n;;";&%ﬁ'

Magainina I LL-37 Lactoferrampina bovina

Protegrina 1

Lactoferricina bovina

C)

RRWQR {
J  Tritrpticina Indolicina

Fuente: Nguyen et al., 2011.

1.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS PAM

Para comprender el mecanismo de accion de los PAM, es fundamental conocer la
estructura de la membrana celular y el sitio activo de la bacteria (Thomson, 2004,
Hodges et al., 2010). La membrana desempeiia diversas funciones vitales para la
célula, como: proteccion del mundo exterior, barrera osmotica, transduccion de
energia, sitio de anclaje para flagelos y puede interactuar con péptidos y proteinas
para controlar el transporte de moléculas al interior de la célula (Cézard et al.,

2011; Doerrler, 2006); ademas, la membrana compuesta por una bicapa de
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fosfolipidos entre los cuales se encuentran el fosfatidilglicerol, cardiolipina y
fosfatidilserina, principalmente (Chen et al., 2012).

La mayoria de los PAM actian sobre la membrana bacteriana causando
alteraciones morfoldgicas seguidas de la formacion de poros y posterior
despolarizacion de la bicapa fosfolipidica. A continuacién, se presentan algunos
modelos que intentan explicar el dafio sufrido por la membrana bacteriana al
interactuar con los PAM, en muchos casos el dafio en la membrana es tan grave
gue ocasiona la ruptura de la bicapa y finalmente la muerte celular (Bahar & Ren,
2013; Nguyen, 2011; Chan et al., 2006).

» Modelo de ruptura por barril

Este modelo sugiere que los PAM se acumulan como mondémeros en la superficie
de la bicapa lipidica, conservando un patron en forma de circulo. Luego de la
unién de suficientes monomeros orientados en forma paralela a la bicapa ocurre
una insercion y posterior reorganizacion perpendicular en el ndcleo lipidico de la
membrana por parte de los PAM dando lugar a la formacion de una estructura
semejante a un barril, donde los bastones son los péptidos a-helicoidales. El
interior del poro presenta caracteristicas hidréfilas debido a la conformaciéon que
adoptan los péptidos anfipaticos en este arreglo estructural (Hodges et al. 2010;
Chan et al., 2006). La insercion progresiva de monémeros adicionales incrementa

el tamanfo del poro, generando pérdida del contenido celular (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de poro por parte de los PAM a-helicoidales en el modelo de
ruptura por barril

> /‘\>/\/\) \/2 x o
)

COOOOMNOOOOON0OODOOEONONEOOOOOY

/

Membrana bacteriana

Formacion de poro

Fuente: Bahar & Ren, 2013; Chan et al., 2006

» Modelo de capa

De manera similar que en el modelo de ruptura por barril, en este modelo los PAM
se agregan a la superficie de la bicapa fosfolipidica conservando la orientacién
paralela a la superficie de la membrana durante el proceso. Los PAM se unen a la
membrana por la cara lateral hidréfoba, mientras que la zona hidréfila se dispone
hacia el exterior. Los PAM recubren la superficie de la membrana bacteriana de
manera similar a una alfombra ocasionando que la bicapa fosfolipidica se debilite
por la curvatura generada por la acumulacién de péptidos, los cuales actian como
detergente, disolviendo la membrana a través de la formacién de micelas (Chen &
Maker 2011; Chan et al., 2006). Para que el modelo de capa sea eficaz, la

concentracion de PAM debe ser alta (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de capa
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Fuente: Bahar & Ren, 2013; Nguyen, 2011

» Modelo del poro toroidal

En el modelo del poro toroidal, los PAM se agregan a la membrana de manera
similar al modelo de capa y luego se insertan perpendicularmente al interior
provocando la deformacion de la bicapa. A diferencia del modelo por barril, este
modelo los PAM se intercalan con los fosfolipidos para formando canales

transmembrana.

Al interactuar con la membrana, los PAM adoptan una estructura a-helicoidal y se
orientan de forma paralela a la superficie de la membrana favoreciendo la unién
entre la cara apolar de los PAM y la cabeza polar de los fosfolipidos, provocando

gue la membrana se curve (Chen et al., 2012; Teixeira et al, 2012; Cézard et al.,
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2011). Durante el proceso de insercion, los PAM se mantienen permanentemente
unidos a los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana, a diferencia con los dos
modelos anteriores (Pushpanathan et al., 2013) (Figura 4).

Figura 3. En el modelo de poro toroidal, los PAM permanecen unidos con los LPS

de la membrana hasta la lisis celular
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Fuente: Chen et al., 2012; Nguyen, 2011

1.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE LA LACTOFERRAMPINA BOVINA

En los dltimos veinte afios se han descubierto un gran nimero de péptidos
antimicrobianos, los cuales han sido aislados de diferentes organismos incluyendo

mamiferos, insectos y anfibios (Lizzi et al.,, 2009). Los PAM son un grupo
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heterogéneo, ya que difieren en tamafio, secuencia aminoacidica, carga neta y
estructura secundaria pero la mayoria de los péptidos son anfipaticos y catiénicos,
indicando que estas propiedades son fundamentales para la actividad

antimicrobiana.

Algunos PAM se derivan de proteinas con alto peso molecular, por protedlisis
enzimatica o por sintesis quimica posterior al aislamiento y secuenciacion de
fragmentos con actividad biolégica (Brouwer et al., 2011). La Lactoferrina bovina
(LF-b) es una proteina globular de 80 kDa que presenta gran afinidad por iones
hierro, esta proteina ha sido aislada de algunos fluidos (sangre, leche, lagrimas,
semen, saliva) de los mamiferos y juega un papel importante en el sistema inmune
del huésped (Haney et al., 2012).

Figura 4. Modelo de la estructura secundaria de la Lactoferrina

Fuente: Baker & Baker, 2009. *N y C representan los I6bulos N-terminal y C-
terminal, respectivamente. Se han identificado cuatro dominios; los dominios N1-
C1 en amarillo y los dominios N2-C2 en verde.
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En la estructura de la LF-b se han identificado dos l6bulos, el N-terminal y el C-
terminal. Estos dos l6bulos estan organizados en dos dominios; el dominio N1- C1
y N2- C2 (Figura 5). La mayor parte de la actividad antimicrobiana de la LF-b se
le atribuye a la regiéon N-terminal (Figura 6) por su elevado contenido catidnico
(Lizzi et al., 2009). Esta proteina presenta actividad antiviral, bactericida,
fungicida, antitumoral, antiinflamatoria y propiedades inmunoreguladoras (Van der
Kraan et al, 2005).

Figura 5. Representacion estructural de la LF-b.

Fuente: Jenssen & Hancock, 2009. * A) Estructura cristalina de la LF-b presentada
como un diagrama animado. Se observan la regiones N y C terminal. B) Gréfico
de distribucion de carga de la lactoferrina en la misma orientacion de (A). Los
colores azul, blanco y rojo, corresponden a la carga neta positiva, neutra y
negativa, respectivamente. Se indica la alta porcion catidnica en la regién N-

terminal.

Se han identificado dos péptidos antimicrobianos en el dominio N1 de la LF-b
(Figura 7). Estos péptidos se conocen como Lactoferricina (LFcin) vy
Lactoferrampina (LFamp). La LFcin se produce naturalmente a través de la
digestion proteolitica de la LF por la pepsina gastrica y se ha encontrado que este
péptido presenta mayor actividad antimicrobiana en contraste con la proteina

nativa (Bolscher et al., 2009). Por otra parte la Lactoferrampina bovina (LFamp B)
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se identifico a través del andlisis de la secuencia de la LF-b y la primera secuencia
reportada del péptido LFamp B corresponde a los residuos 268-284 de la LF-b,
mostrando actividad frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Candida albicans (Van der Kraan et al, 2004).

Figura 6. Péptidos antimicrobianos catidnicos identificados en la region N-

terminal de la LF-b.

LFampin (268-284)
LFcin (17-41)
Fuente: Marieke et al., 2004. *En violeta se muestra la LFcin y en rojo se muestra

la LFamp B.

Posteriormente se public6 una secuencia mas larga de LFamp B, la cual
presentaba tres residuos aminoacidicos (DLI) adicionales en el extremo N-
terminal. Estos residuos le confieren estabilidad a la estructura helicoidal a través
de interacciones por enlaces de hidrogeno e interacciones hidr6fobas a los 4
residuos en los extremos N-terminal y C-terminal de la hélice. La LFamp B 265-
284 muestra mayor actividad antimicrobiana frente a una gama mas amplia de
especies bacterianas en comparacion con la secuencia mas corta a pesar de la

disminucion de caracter cationico del péptido (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion letal 50% (CL50) de la LFamp-B 268-284 y LFamp B 265-
284, frente a cepas Gram (+) y Gram (-)

Bacteria Gram (+/-) CLsp (umol/L)
LFampina 268-284 LFampina 265-
284
Bacillus subtilis + 20.01£5.0 5.5+0.5
Actinomyces + >100.0 4.3+0.6
naeslundii
Streptococcus + >100.0 5.5+1.5
mutans
Streptococcus + >100.0 4.8+1.0
sanguis
Escherichia coli K12 - 5.8+0.6 10.0+3.0
Escherichia coli - 25.0£5.0 38.0+10.0
O157:H7
Pseudomonas - 7.0£0.9 20.0£8.0
aeruginosa
Porphyromonas - >100.0 >100
gingivalis

Fuente: Browuer, 2011; Leon et al., 2009; Tang et al., 2009; Van der Kraan et al.,
2005; Van der Kraan et al., 2004.

La region C-terminal de la LFamp B es fundamental para la actividad frente a
Candida albicans debido a la presencia de residuos aminoacidicos cargados
positivamente mientras que la region N-terminal es de gran importancia para la
formacién de la alfa hélice (Lizzi et al., 2009). Aungue el mecanismo de accion de
la LFamp B no se conoce muy bien, se cree que actla principalmente sobre la

membrana bacteriana (Haney et al., 2007).

Otros estudios realizados empleando la técnica espectroscOpica de resonancia
magnética nuclear (RMN), muestran la interaccién de la LFamp B con ambientes
guimicos de dodecilsulfato de sodio (SDS) y dodecilfosfocolina (DFC) (Haney et
al., 2007), los cuales mimetizan la superficie de la membrana bacteriana (Tsutsumi
et al., 2012). La LFamp B adopta una conformacién a-helicoidal anfipatica en los

primeros 11 residuos del péptido; los siguientes residuos de la regiéon C-terminal
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se mantienen en una conformacion alargada o extendida. La superficie hidréfoba
de la hélice anfipatica, esta delimitada por las cadenas laterales de los residuos de
Triptéfano (W) y fenilalanina (F). Un modelo de accién propone que la atraccion
inicial de LFamp B esta mediada por las cargas positivas en la regiéon C-terminal
seguido por la formacion de la hélice en la zona N-terminal, la cual se une a la

superficie de la bicapa lipidica bacteriana (Haney et al., 2007) (Figura 8).

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura de la LFamp B en

ambientes quimicos hidrofébicos

Fuente: Haney et al., 2007. *. A) y B) representan a la LFamp B en SDS y DFC,
respectivamente. C), representa la interaccion de la LFamp B con una bicapa

fosfolipidica.

Un estudio realizado por Flores et al en el 2010, evalué el efecto bactericida de la
LF, LFcin, LFamp y LFchimera, frente a cepas de SARM y E. coli aisladas en
centros médicos. Las bacterias fueron susceptibles a LF, LFcin17-30 y LFampin

B, inhibiendo el crecimiento bacteriano entre 85 y 90%, respectivamente. Sin
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embargo, la LFchimera mostr6 mayor inhibicion del crecimiento bacteriano a
concentraciones de 1 uM y 10 uM, para E. coli O157:H7 y Staphylococcus aureus,
respectivamente. Los resultados de este estudio insindan que los péptidos
LFcin17-30, LFamp B 265-284 y LFchimera pueden contribuir a la protecciéon
contra infecciones causadas por E. coli 0157: H7, ECEP multirresistente y SARM.
El mecanismo de accién de estos péptidos probablemente estd dirigido a la
membrana bacteriana (Figura 9).

Figura 8. Dafio estructural bacteriano.

Untreated LFcin B LFampin LF quimera

- . . . .
o . . . .
J
MRSA

Fuente: Flores et al., 2010. *Escherichia coli enteropatogena multirresistente
(ECEPMR), Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) O157:H7 y SARM en
presencia de los péptidos LFcin17-30(paneles B, F, J), LFamp B 265-284(paneles
C, G, K) y LFchimera (paneles D, H, L) respectivamente.
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1.4 SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

Bruce Merrifield desarrollo la sintesis de péptidos en fase sdlida (SPFS) en 1963 y
fue galardonado con el Premio Nobel por este logro. Merrifield fue capaz de
anclar el aminoacido por el extremo carboxilico del péptido que se sintetiza a un
soporte de resina insoluble, agregando grandes cantidades de reactivos con el fin
de desplazar el equilibrio de la reaccion a la formacién del péptido y
posteriormente desanclar el péptido de la resina en forma relativamente pura. El
uso del soporte polimérico le permiti6 automatizar el proceso de sintesis de
péptidos. Estos avances hacen que sea practico sintetizar péptidos mas grandes
y complejos. La alta disponibilidad de péptidos ha revolucionado la investigacién

en la biologia, bioquimica, la microbiologia y la quimica médica (Crich, 2009).

En 1978 Meienhofer y colaboradores desarrollaron la sintesis de péptidos
empleando el grupo 9-fluorenilmetilo carbamato (Fmoc) como protector temporal
del grupo amino (Figura 10). El grupo protector Fmoc, es muy estable a
condiciones &cidas y puede ser removido en condiciones basicas suaves usando

piperidina.

Figura 9. Representacion esquemética de la proteccion del aminoacido L-Alanina
con el grupo F-moc.

NH_\_\_\_)_Q:;D
?
L-Alanina \R( E

Frmoc-Cl .
Fmoc- L- Alanina
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El crecimiento de la cadena peptidica se presenta desde el extremo C-terminal
hasta el extremo N-terminal mediante la adicidon sucesiva de aminoacidos, cuyos
grupos laterales estan preservados adecuadamente con diferentes grupos
protectores de acuerdo a las caracteristicas del aminoacido, y el grupo a-amino
esta protegido con el grupo Fmoc. El proceso de desproteccion y acoplamiento se
repite tantas veces como sea necesario hasta obtener el péptido deseado (Figura
11). Luego del tratamiento con piperidina el péptido se lava y posteriormente se
hace reaccionar con exceso del aminoacido y aditivos necesarios para generar un
acople eficaz. Una vez culminada la sintesis, se realiza el proceso de clivaje con

el fin de obtener el péptido libre o des anclado de la resina (ollivier et al., 2005).

En la actualidad existen algunas variantes al método propuesto por Marrifield,
siendo las estrategias Fmoc y terc-Butiloxicarbonilo (t-Boc) ampliamente usadas
en la obtencion de péptidos sintéticos (Soriano, 2002). La estrategia de sintesis
Fmoc es suave, flexible y versatil brindando méas opciones que la estrategia t-Boc;
en la metodologia de proteccion Fmoc, el acido trifluoroacético (TFA) se utiliza
solamente para el clivaje, mientras que en la estrategia t-Boc, el TFA se utiliza en
cada ciclo para la desproteccion del grupo amino, exponiendo el péptido a
condiciones &cidas fuertes favoreciendo la formaciéon de productos no deseados
(Coin et al., 2007).
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Figura 10. Esquema de la SPFS utilizando la estrategia Fmoc.
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1.4.1 Soporte sélido

En los Ultimos afios, el desarrollo de matrices poliméricas ha avanzado

considerablemente, favoreciendo la versatilidad de la SPFS. La resina o soporte

polimérico debe ser inerte en las condiciones empleadas en toda la sintesis y

completamente insoluble en los disolventes empleados. Las resinas tienden a
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aumentar el volumen superficial al interactuar con disolventes organicos como

diclorometano (DCM) y dimetilformamida (DMF); la resina se solvata y se “incha”

(Figura 12), siendo una caracteristica fundamental para el buen desarrollo de la

sintesis (Benoiton, 2006)

Figura 11. Solvatacion de la resina por causa de los disolventes DCM y DMF.

Sin solvatar CH,Cl, HCON(CH,),

Resina -—-— - @ @

Resina inchada
Boc- Péptido-Resina —-»= @ @ 263

Fuente: Benoiton, 2006.

Para la SPFS se han desarrollado diferentes soportes, entre ellos los soportes de

tipo gel. Estos soportes son los mas usados debido a la igual distribucion de los

grupos funcionales a través de la red polimérica. La red polimérica es flexible y la

resina puede expandirse para acomodar a la molécula creciente dentro del gel. A

continuacion se mencionaran cuatro tipos de resinas de gel.

La resina hidrofoba de poliestireno desarrollada por Merrifield, inicialmente
era una resina con un 2% de entrecruzamiento con divinilbenceno
clorometilado; posteriormente fue modificada a 1% debido a los problemas
presentados en la sintesis de péptidos mas complejos. Esta resina es
estable en un amplio rango de pH y temperatura.

Las resinas de poliacrilamida desarrolladas por Sheppard surgieron como
una alternativa hidrofilica para las resinas de poliestireno, son obtenidas
mediante el entrecruzamiento de poly-N,N-dimetilacrilamida con 5% de bis-
N,N’-acriloiletilendiamina y como grupos funcionales N-acriloilsarcosina
metil éster. Es una resina mucho mas flexible porque permite mayor

entrecruzamiento. Las resinas de poliacrilamida se hinchan mejor con
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solventes polares y tiene mejores propiedades que las de poliestireno bajo
condiciones polares de sintesis (Mende & Seitz, 2011)

e Las resinas funcionalizadas con pequefias cantidades de polietilenglicol
(PEG) se desarrollaron con el fin de aumentar su estabilidad y facilitar la
elaboracion de péptidos dificiles de sintetizar. Estas resinas se obtienen
por la reaccion de oligoxietilenos con perlas de poliestireno aminometilado.
Las perlas tienen la propiedad de hincharse con solventes polares y no
polares pudiendo ser usadas indistintamente para t-Boc-aminoacidos o

Fmoc-aminoéacidos.

e Las resinas basadas en PEG, estan compuestas exclusivamente de una
red de polietilenglicol/polipropilenglicol (PEG/PPG) o por una combinacion
de PEG con una pequefia cantidad de poliamida o poliestireno. La resina
es termoestable y quimioestable compatible con la sintesis con microondas.
Ademas presentan mayor grado de expansion en comparacion con las
resinas con mayor porcentaje de poliestireno. Las moléculas de PEG son
altamente dindmicas permitiendo que las reacciones de acoplamiento se
lleven a cabo rapidamente. El caracter anfipatico del PEG también impide

que los péptidos se agreguen (Olliver, 2005).

1.4.2 Espaciadores “linkers” entre el péptido y la resina.

El anclaje y desanclaje del péptido al soporte, se logra mediante el uso de
moléculas bifuncionales, las cuales se adhieren de manera permanente al soporte
sélido por un extremo y por el otro extremo se unen de manera temporal al grupo
C-terminal del primer aminoacido que dard inicio a la formacion del péptido. El
espaciador debe formarse facilmente, ser lo suficientemente estable a las

continuas reacciones de desproteccion y acoplamiento, y al mismo tiempo permitir
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la liberacion del péptido recién formado sin dafar ninguno de sus enlaces

peptidicos.

Las resinas de “Rink” son las mas utilizadas para generar la formacion de amidas,
originalmente se disefiaron y desarrollaron para la sintesis de amidas de péptidos
mediante la estrategia Fmoc. La resina Rink amida 4-metilbencilhidrilamina
(MBHA) (Figura 13), posee un grupo amino que permite la formacion del enlace
amida con el primer aminoacido acoplado; el clivaje se realiza en condiciones
acidas con 95% de TFA en agua, puede ser necesario el uso de captadores de
carbocationes “scavengers”, como etanododitiol (EDT) y Triisopropilsilano (TIS)

para evitar la formacién de productos no deseados (Navarrete, 2007).

Figura 12. Diagrama del espaciador bifuncional Rink amida MBHA-Fmoc unido al

soporte polimérico P.
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1.4.3 Reactivos de acoplamiento

Para que la reaccion de acoplamiento sea eficiente y se minimicen los productos
de racemizacion, es necesario que el grupo a-carboxilico del aminoacido esté
fuertemente activado.

Las carbodiimidas son los reactivos de acoplamiento mas utilizados en la SPFS

(Figura 14). Inicialmente se uso la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y en la
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actualidad sigue siendo utilizada. Otra de las carbodiimidas mas usadas es la
N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) aun mas recomendada que la DCC, debido a la
buena solubilidad de las ureas que se forman como subproductos. Cuando se
emplean carbodiimidas como agentes de condensacion, se recomienda el uso de
aditivos como el 1-hidroxybenzotriazol (HOBt) los cuales aceleran la reaccion y
reducen el riesgo de racemizacion (Perez, 2007).

Figura 13. Estructura de las carbodiimidas y los aditivos utilizados en la SPFS.

CH
g /

N

A) B)
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4
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DIC HOBt

Fuente: Perez, 2007. *A) Estructura de la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC). B).
Estructura de la N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). C). Estructura del 1-
hidroxybenzotriazol (HOBt)

En los ultimos afios han surgido nuevos reactivos que minimizan la formacién de
subproductos no deseados y a su vez los tiempos de acople. La implementacion
de las sales de fosfonio (BOP - PyBOP) y de uronio (HBTU - TBTU) ha

incrementado siendo indispensables en la SPFS (Figura 15).

Las sales de fosfonio y uranio, en presencia de una base, pueden convertir el
carboxilato del aminoacido protegido en una especie activada. Entre las sales de
uranio se encuentran el 2-(1H-benzotriazol-1-il) 1,1,3,3-tetrametiluronio
hexafluoroborato (HBTU) y el O-(benzotriazol-1-il) N, N, N ', N'-tetrametiluronio
tetrafluoroborato (TBTU).
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Figura 14. Estructura de las sales de fosfonio (BOP - PyBOP) y de uronio (HBTU
- TBTU)
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Fuente: Soriano, 2002.

1.4.4 Sintesis multiple de péptidos

Este método consiste en la sintesis de péptidos sobre porciones de resina
contenidas en pequefias bolsas porosas de polipropileno (Figura 16). Las bolsitas
se sumergen dentro de soluciones individuales de los aminoacidos activados para
llevar a cabo el acoplamiento. Los lavados y los pasos de desproteccion se
realizan simultaneamente en un dnico recipiente con agitacion vigorosa.
Posteriormente se separan las bolsas para poder acoplar un nuevo aminoacido;
este proceso se repite las veces que sean necesarias para lograr los productos

deseados. Como cada bolsa fue sometida a una secuencia de acoplamientos
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definida, al final se obtiene un Unico péptido en cada una de ellas. Las bolsas
deben ser etiquetadas para distinguir la secuencia sintetizada. Finalmente se
separa el péptido de la resina mediante la utilizacion de un coctel de clivaje

apropiado (Furlan et al., 1996).

Figura 15. Representacion de la sintesis en bolsa de polipropileno
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Fuente: Reyes & Garay, 2000. *A) Bolsa debidamente rotulada, a la cual se le
adiciona determinada cantidad de resina. B) Esquema de la sintesis multiple con

el uso de las bolsas permeables
1.5 PURIFICACION DE PEPTIDOS

Los avances en el campo biotecnolégico han promovido el desarrollo de
herramientas eficaces para la separacion y purificacion de compuestos organicos
con el fin de estudiar adecuadamente sus propiedades biolégicas y fisicoquimicas.
La cromatografia liquida es una técnica eficiente para la separacion de mezclas

complejas de compuestos como peéptidos, proteinas y acidos nucleicos (Jiang et
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al., 2006). Los métodos mas potentes para el fraccionamiento o separacion de
péptidos y proteinas se basan en la cromatografia en columna, que aprovecha
propiedades como diferencias de carga, tamafo, afinidad de union, entre otras.
Los diferentes tipos de cromatografia liquida son procesos de migracion
diferencial, donde los componentes de la muestra son retenidos de manera
selectiva sobre una matriz sélida y porosa (fase estacionaria) y posteriormente son
eluidos secuencialmente con el solvente (fase movil). Los tipos de cromatografia
mas empleados para la purificacion de péptidos y proteinas son los siguientes (Ye,
2006; Neverova & Van Eyk, 2005):

» Cromatografia de intercambio cationico. En este tipo de cromatografia la
matriz polimérica contiene grupos cargados negativamente los cuales
interactuan por mas tiempo con las moléculas de carga positiva neta disueltas

en la fase movil ocasionando que eluyan lentamente a través de la columna.

» Cromatografia de exclusion molecular. El principio de este tipo de
cromatografia consiste en separar los péptidos y proteinas segun su peso
moléculas. En este método, las moléculas de mayor tamafio emergen de la
columna antes que las de menor tamafio. La fase estacionaria esta formada
por particulas que contienen cavidades de tamafio calibrado, evitando que las
moléculas mas grandes puedan entrar en las cavidades, por lo que toman el

camino mas corto a través de la columna.

» Cromatografia de afinidad. Se basa en la afinidad de unién de los péptidos y
proteinas a la fase estacionaria. En este caso, las particulas de la columna
presentan un grupo quimico unido covalentemente, permitiendo que una
molécula afin disuelta en la fase movil se una a las particulas de la columna,

retardando su migracion.
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» Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La cromatografia liquida de
alta resolucion es la técnica mas utilizada para la purificacion de péptidos.
Mediante HPLC es posible separar el péptido de interés de una mezcla
formada durante la SPFS. El método mas usado es la cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) ya que ofrece un amplio rango de
manipulacion de las caracteristicas de la fase mévil y estacionaria para mejorar

las separaciones peptidicas (Mant, 1997).

1.6 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR Y ESTRUCTURA
SECUNDARIA DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS

Existen dos técnicas de gran utilidad, ampliamente utilizadas para determinar la
masa molar y la estructura secundaria de péptidos y proteinas, estas técnicas se

describen brevemente a continuacion.

1.6.1 Espectrometria de masa de tiempo de vuelo (MALDI -TOF)

El método de desorcién/ionizacion laser asistida por matriz con tiempo de vuelo
(MALDI-TOF) es una técnica que permite determinar la masa molecular de los
péptidos sintéticos, debido a la alta sensibilidad, velocidad de andlisis y alto grado
de especificidad molecular (Standing, 2003). Esta técnica es ampliamente
utilizada para la identificacién de biomoléculas como proteinas, lipidos, azlcares y
péptidos que tienden a fragmentarse cuando son ionizadas por métodos

convencionales como ionizacion electronica o bombardeo con atomos rapidos.

1.6.2 Dicroismo circular (DC)

La técnica de dicroismo circular permite predecir el contenido de la estructura
secundaria en los péptidos. Esta técnica emplea un rayo de luz conformado por

dos componentes polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la
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izquierda. Estos componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al
pasar por un medio 6pticamente activo, es decir, que rota el plano de la luz
polarizada, cada componente interactia de manera diferente con los centros
quirales de las moléculas presentes en el medio. La desviacion en el plano de la
luz polarizada se debe al cambio en el indice de refraccion entre la luz polarizada

circular a la izquierda y a la derecha (Greenfield, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nuevos péptidos analogos de Lactoferrampina Bovina (LFamp B) 265-
284 con potencial actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas de E. coli
0O157:H7 y SARM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Disefar péptidos con estructura helicoidal analogos de LFamp B 265-284 con
actividad biolégica contra bacterias patégenas de E. coli O157:H7 y SARM

utilizando herramientas bioinformaticas.

» Sintetizar péptidos antimicrobianos analogos de LFamp B usando la técnica de

sintesis de péptidos en fase solida Fmoc (SPPS- Fmoc).

» Caracterizar los péptidos sintéticos antimicrobianos empleando las técnicas
instrumentales MALDI-TOF y dicroismo circular (DC), para verificar el peso

molecular y la estructura 2D.

» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los péptidos sintéticos frente a las
bacterias patdgenas de E. coli 0157:H7 y SARM.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Los L-amino&cidos protegidos en el extremo N-terminal con el grupo Fmoc fueron
adquiridos de IRIS Biotech GmbH, los aditivos de SPFS como el TBTU, HBTU y
HoAT, la DCC y la DIPEA fueron obtenidas de Alfa Aesar y la resina Rink amida
4MBHA de Merck Novabiochem.

Los medios de cultivo Luria-Bertani y Muller-Hilton, junto con el agar fueron
obtenidos de OXIOI. Los disolventes grado HPLC como el acetonitrilo y metanol
fueron adquiridos desde Merck. El diclorometano e isopropanol fueron obtenidos

de Merck. Todos los reactivos utilizados son grado analitico.

La cepa bacteriana de E. coli O157:H7 fue donada por la Universidad Pontificia
Javeriana de Colombia. S. aureus metilcilino resistente fue adquirida del
Laboratorio de Bacteriologia de la UIS.

Las reacciones y ensayos de actividad antimicrobiana fueron realizados
empleando agua MilliQ de resistividad 18,2 Q adquirida en el Laboratorio de

Instrumentacion Quimica de la Universidad Industrial de Santander (UIS).

3.2 METODOS

Se disefaron cuatro péptidos analogos de LFamp B los cuales se sintetizaron y
caracterizaron mediante el uso de las técnicas analiticas MALDI TOF y DC; la
LFamp B también se sintetiz0 y se caracterizé del mismo modo que sus analogos.
Finalmente, se determind la actividad antimicrobiana de la LFamp B y sus
analogos, por el método de microdilucion en caldo, frente a E. coli O157:H7 y

SARM. En lafigura 17 se muestra la metodologia general.
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Disefio bioinformatico de PAM
analogos de LFamp B

!

Sintesis de los PAM utilizando la
estrategia de protecciéon F-moc y
purificacién por HPLC

3y

Caracterizacion de los PAM mediante
MALDI TOFy DC

Determinacion in vitro de la actividad
antimicrobiana los PAM (LFamp B y
sus analogos)

Figura 17. Metodologia general.

3.2.1 Disefo bioinformatico de los PAM analogos de LFamp B

La secuencia de la LFamp B fue alineada contra diferentes proteinas homélogas,
de la familia de las tranferrinas, todas reportadas en la base de datos en linea y de
acceso libre National Center for biotecnology information (NCBI) cuyo sitio en

internet es: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast. La secuencia de la LFamp B fue

alineada usando la herramienta de busqueda basica local de la alineacién de
proteinas BLAST y el método de alineamiento multiple de secuencia Clustal W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) con el fin de obtener residuos

conservados en los nuevos péptidos diseflados y a su vez, determinar los
aminoacidos que podian ser cambiados en la secuencia del péptido, para originar
péptidos analogos a la secuencia nativa con propiedades antimicrobianas

mejoradas. Ademas se utilizé la base de datos denominada Colletion of Anti-
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Microbial Peptides (CAMP), para determinar de forma tedrica los valores de las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos (Lfamp B y sus analogos), como
hidrofobicidad, indice alifatico, carga neta, punto isoeléctrico y peso molecular.
Adicionalmente, para cada secuencia, se calcul6 el porcentaje de prediccion para
ser un péptido antimicrobiano (% PAM). A partir del andlisis tedrico descrito
anteriormente se disefiaron cuatro analogos de LFamp B con potencial actividad

antimicrobiana.

El programa PEP FOLD (http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-

FOLD/) se utiliz6 para predecir la estructura secundaria de las secuencias
peptidicas correspondientes a la LFamp y sus cuatro analogos. Posteriormente,

las secuencias modeladas se visualizaron empleando el programa PyMol.

3.2.2 Sintesis de los PAM utilizando la estrategia de proteccién F-moc y
purificacion por HPLC

Los péptidos se obtuvieron realizando sintesis quimica en fase sélida, empleando
la estrategia Fmoc en bolsas de polipropileno (Lloyd-Williams, 1997; Andreu,
1994). Se uso la resina Rink amida 4MBHA (capacidad: 0.36 mmol/gramo) como
soporte soélido para la sintesis de los péptidos a partir del extremo C-terminal. Los
aminoacidos correspondientes en cada secuencia fueron acoplados con N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) como neutralizador in situ y O-(Benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TBTU) como agente antirracémico
(7 equivalentes DIPEA /5 equivalentes TBTU) para acoples de 6 horas de duracién
y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) junto con el 1l-Hidroxibenzotriazol (HOBLt)
para los acoples de 12 horas (Merrefield, 1997). La desproteccion del
grupo Fmoc se llevo a cabo con piperidina al 25% en DMF; realizando dos lavados

de 20 minutos. El indicador azul de bromofenol (1% en DMF) se afiadi6 ala
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solucién al finalizar cada ciclo de desproteccion para verificar de forma cualitativa

la eficiencia de los acoples en la reaccion.

Finalizada la sintesis del péptido, se realiz6 el procedimiento de clivaje para
desanclar el péptido del soporte sélido. Para la escision del péptido, se utiliz6 una
mezcla de &cido trifluoroacético/ agua/ Etanoditiol/ trihidroxipropilsilano
(TFA/H,O/EDTI/TIS) (92,5:2,5:2,5:2,5), posteriormente se dejaron los reactores en
agitacion durante 2 horas, luego se filtré la resina y se precipito la solucion filtrada
con 2mL de éter frio. Luego se centrifugd el filtrado a 7000 rpm a 4°C durante 15
minutos (Nilsson et al, 2005). El precipitado obtenido en cada reactor se disolvio
en tres mL de agua MilliQ y se liofilizé. Todas las muestras se almacenaron a —
20°C.

3.2.2.1 Purificacion de los PAM

Los péptidos fueron sometidos al proceso de purificacion empleando una
microcolumna LiChrolut RP SepPack C-18 y se eluyeron con soluciones de
ACN/H,O a diferentes concentraciones, con un flujo aproximado de 1mL/min
(Figura 17).

Figura 16. Montaje de microextraccion en fase sélida.
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Los porcentajes de las soluciones de ACN/H,O utilizados fueron 10%,
20%,30%,50%,70% y 100%. La pureza de los péptidos se determind mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa RP-HPLC usando una
columna Vydac C-18 (250mm X 10mm), con un tamafio de poro de 80 A. La fase
movil estaba constituida por la solucion A:B; solucion A (0.01% TFA en H,0),
solucién B (0.01% TFA en ACN). Se utiliz6 un método isocratico 30:70 durante 15
minutos, el volumen de inyeccion fue de 40uL y la deteccion se realiz6 a través de

un detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de onda de 220nm.

3.2.3 Caracterizacion de los PAM por MALDI- TOF y DC

La caracterizacion de los péptidos se llevd a cabo utilizando la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF y dicroismo circular DC, con el fin de
confirmar la masa molecular de los péptidos y la estructura secundaria,

respectivamente.

Espectrometria de masas MALDI-TOF. Los espectros de masas se obtuvieron
utilizando un espectrometro Bruker Daltonics. Los ensayos se realizaron usando
la técnica de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) con un
analizador de tiempo de vuelo (TOF). La matriz fue preparada con solucién
saturada de 1mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) en una mezcla
de ACN:H20 (50:50) con TFA al 0.01%. Posteriormente en la placa de analisis,
se colocé 1uL de cada péptido en medio de una doble capa de matriz; el volumen
dispuesto para cada capa de matriz fue de 1uL. Las muestras se dejaron secar

antes de realizar el analisis.

Dicroismo circular (DC). EIl andlisis por dicroismo circular se llevé a cabo a
temperatura ambiente en celdas lavadas con nitrbgeno y usando un
espectropolarimetro Jasco J-810. EIl espectro se tomo en un intervalo de longitud

de onda entre 190-260nm usando una celda rectangular con paso éptico de 1 mm.
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Cada espectro fue obtenido como un promedio de tres escaneres tomados a una
velocidad de 20nm/min con un ancho de banda espectral de 1nm. El perfil de DC
de cada molécula fue obtenido en una solucion acuosa del 0-30% de 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) en un volumen final de 500uL. Los resultados fueron

expresados como el grado de elipticidad (0):

6) =

A 2 -1
—— (cm*“dmol
100>|<l>|<c>l<n(C dmol™)

Donde:
I=la longitud del camino 6ptico (cm).
c= concentracion del péptido (mg/mL).

n= nimero de residuos de aminoacidos en la secuencia.

3.2.4 DETERMINACION DE LA CMI Y LA CMB DE LOS PEPTIDOS
SINTETICOS (LFAMP B Y SUS ANALOGOS) FRENTE A E. Coli 0157:H7
Y SARM

Para determinar el efecto antimicrobiano de los péptidos sintéticos, se empleé el
método de micro dilucion en caldo (Martinez, 2010; Wayne, 2003). Inicialmente,
se preparé un preindculo de E. coli O157:H7 y SARM empleando como medios de
cultivo Luria-Bertani y Muller-Hilton respectivamente. Cada preinéculo se incubd
durante 12 horas a 37°C y agitacion a 200rpm hasta alcanzar una concentracion
aproximada de 1x10® UFC/mL. La cinética de crecimiento se realiz6 adicionando
100 pL de suspensién bacteriana de concentracién conocida a microplacas de 96
pozos que previamente contenian soluciones de concentracion (5, 10, 25, 50, 75y
100) pM de los péptidos sintetizados. Las medidas de densidad Optica fueron
realizadas en un espectrofotometro lector de microplacas ELISA marca Biorad-
Imarck a 595nm, cada hora durante 8 horas. La CMI fue determinada como la
minima concentracién necesaria de agente antimicrobiano para causar inhibicion

en el crecimiento bacteriano. Las CMI consideradas fueron: CMlsg CMlgg Y CMlgg
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que corresponden a la inhibicion de crecimiento en un 50%, 90% y 99%

respectivamente.

Posterior a la cinética de crecimiento, se tomaron alicuotas de 100 yuL de cada
pozo donde no se evidencio crecimiento bacteriano, 100 pL de medio estéril y 100
UL de suspension bacteriana en ausencia de péptido y se re suspendieron en 900
uL de medio esteril Infusion Cerebro Corazén (BHI por sus siglas en ingles) en
tubos eppendorf y se incubaron a 37°C durante 12 horas. Luego, se sembraron
por triplicado en cajas Petri de agar BHI alicuotas de 5 pL de cada uno de las
muestras incubadas, incluidos el medio estéril, el cual se estableci6 cémo el
control de esterilidad y la solucion con suspension bacteriana, la cual se establecio
como control de crecimiento, con el fin de corroborar el efecto bactericida de los
péptidos donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas. Luego que se
sembraron las muestras, se incubaron durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, se
determind la concentracion minima bactericida (CMB) como aquella concentracion
que inhibié el 100% del crecimiento bacteriano en comparacion con el control de

crecimiento de la cepa evaluada (sin tratamiento con el agente antimicrobiano).
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4 RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 DISENO BIOINFORMATICO Y SINTESIS DE PAM

El alineamiento mdltiple de secuencia de la LFamp B se realiz6 en la base de
datos NCBI comparando diez proteinas diferentes con alta homologia (>90% de
identidad); las diez proteinas pertenecen a la familia de las transferrinas. Los
nameros de acceso de las proteinas alineadas estan reportados en la Tabla 2. El

programa Clustal W (http:// www.ebi.ec.uk/clustalw) se utiliz6 para alinear las

secuencias y realizar el analisis de las regiones conservadas.

Tabla 2. Alineamiento multiple de secuencias (Clustal W) de LFamp B contra
diferentes proteinas.

N° de acceso Fragmento proteico con homologia de secuencia
GENBANK superior al 90%
P24627.2 DLIWKLLSKAQEKFGKNKSR
077698.1 DLIWKLLSKAQEKFGKNKSG
Q29477.1 NLIWELLRKAQEKFGKNKSQ
Q9TUMO DLIWKLLVKAQEKFGRGKPS
Q29545.1 DLIWELLNQAQENFGKDKSA
077811.1 DLIWRLLHRAQEEFGRNKSS
P19134.4 DLIWELLNQAQEHFGKDKSG
P02787.3 DLIWELLNQAQEHFGKDKSK
A5A616.1 DLIWELLNQAQEHFGKDKSK
P02788.6 DAIWNLLRQAQEKFGKDKSP
LFamp B DLIWKLLSKAQEKFGKNKSR

- k% k% =k k k% k- *

(*) Representa: mismo aminoacido en todas las secuencias comparadas, (:)
sustituciones conservadas (Aa con las mismas propiedades), (.) sustituciones no
conservadas (Aa con distintas propiedades).
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Los anélogos se disefiaron realizando modificaciones a la secuencia de la LFamp
B en los amino&cidos no conservados principalmente. En la Tabla 3 se muestran

los cuatro analogos disefiados.

Tabla 3. Secuencias disefadas y sintetizadas de PAM analogos de LFamp B.

Nombre

Nombre . Secuencia
abreviado
Lactoferrampina bovina LFamp B DLIWKLLSKAQEKFGKNKSR
**.** :***.**:.*.
Anéalogo 1 Al DLIWKLLKKAQEKFGKNKSR
Analogo 2 A2 DLIWKLLSKAQEKFGKNKSK
Anélogo 3 A3 DIIWKLLSKAQEKFGKNKIK
Anélogo 4 A4 DLIWKLFSKAWEKFGKNKSR

*En rojo se muestran los aminoacidos conservados en la secuencia, en verde se
muestran los aminoacidos incluidos al remplazar un aminoacido de la secuencia
base (LEamp B) y en negro, se muestran los aminoacidos no modificados en la
secuencia.

Las modificaciones realizadas en la LFamp B fueron: Sustitucién del aminoacido
serina (S) por lisina (K) en la posicion 272 para el andlogo 1. Sustitucion del
aminoacido arginina (R) por lisina (K) en la posicibn 284 para el analogo 2.
Sustitucion de los aminoacidos leucina (L), serina (S), arginina (R) por isoleucina
(), isoleucina (1), lisina (K) en las posiciones 266, 283, 284 respectivamente para
el analogo 3. El andlogo A4 se disefi6 realizando dos modificaciones en la region
N-terminal de la LFamp B con el fin de aumentar el nimero de residuos
hidrofébicos responsables de la insercidon del péptido en la membrana bacteriana
(Hanney, 2012). Las modificaciones realizadas en la secuencia de la LFamp B
para disefiar el péptido A4 implico, en los dos casos, la sustitucion de residuos
conservados en la secuencia nativa (LFamp B). La primera modificaciéon fue la
sustitucion del residuo de leucina (L) en la posicion 271 por el residuo de
fenilalanina (F), seguido por la sustitucion del residuo de glutamina (Q) en la
posicion 275 por triptofano (W).
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Las caracteristicas fisicoquimicas de los PAM disefiados tales como carga neta,
hidropatia, volumen, punto isoeléctrico (Pl), entre otras, fueron calculados en los

sitios web de libre acceso (http://www.innovagen.se/custom-peptide-

synthesis/peptide-property-calculator/peptide-property-calculator.asp y

http://www.camp.bicnirrh.res.in). Los valores obtenidos se encuentran registrados

en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de los PAM

Nombre Secuencia Carga M Hidropatia  Estructura  Volumen PI
neta [g/mol] 2-D [A3]
LFamp B DLIWKLLSKAQ .
EKEGKNKSR +4 2390 -1.02 o-Helice 2892 10.7
Al DLIWKLLKKAQ
EKFGKNKSR +5 2431 -1.18 a-hélice 2942 10.8
A2 DLIWKLLSKAQ
EKFGKNKSK +4 2362 -0.99 a-hélice 2858 10.5
A3 DIWKLLSKAQ
EKFGKNKIK +4 2388 -0.69 o-hélice 2889 10.5
A4 DLIWKLFSKAW .
EKEGKNKSR +4 2482 -0.94 o-hélice 3003 10.7

El valor de PI corresponde al punto isoeléctrico calculado a pH neutro.

La prediccion de la estructura secundaria de los PAM (LFamp B y sus analogos)
se realizd con el programa PEP FOLD, posteriormente las estructuras se
visualizaron usando el programa PyMol. Todas las secuencias disefiadas,
incluyendo la LFamp B, se caracterizaron por adquirir la conformacion a-hélice
(Figura 18).
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Figura 17. Estructuras secundarias de los PAM visualizadas en el programa
PyMol.
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*Todas las secuencias presentan estructura secundaria tipo a-helice.
4.2 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS PAM
Los PAM fueron caracterizados por MALDI-TOF y DC, adicionalmente se verifico

la pureza de cada uno de los compuestos sintetizados por cromatografia liquida

de alta resolucién en fase reversa.

4.2.1 Determinacién de la pureza por cromatografia liquida de lata eficiencia
en fase reversa (HPLC-RP)

Los péptidos sintetizados fueron purificados por RP-HPLC obteniéndose en todos
los cromatogramas una sefial principal, sin deleciones (Anexo 1). Los productos

finales se obtuvieron con un grado de pureza entre el 90 y 98%. Los tiempos de
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retencion (Anexo 2) de los compuestos sintetizados fueron cercanos a 1.904min
con una desviacién estandar de 7.12 x 1073, indicando que los péptidos interactian

de manera similar con la fase estacionaria de la columna Cys.

4.2.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Todos los péptidos sintetizados se analizaron por espectrometria de masas
MALDI-TOF. Los resultados obtenidos a partir del analisis por MALDI-TOF son
presentados en la tabla 5, los valores experimentales de m/z (unidades de masa)
para cada péptido fueron acordes con sus respectivas masas moleculares teoricas

obtenidas del sitio web de libre acceso http://www.innovagen.se/custom-peptide-

synthesis/peptide-property-calculator/peptide-property-calculator.asp. Los

espectros de masas de los péptidos sintetizados se muestran en los anexos 3, 4,
56y7.

Tabla 5. Valores de masa tedricos y experimentales de los PAM sintetizados.

M+H M+H
Nombre (M+H] ca (M+H] e Am (Da)
(g/mol) m/z (Da)
LFamp B 2389.84 2389.275 0.56
Al 2430.94 2429.518 1.42
A2 2362.27 2361.270 0.96
A3 2387.91 2387.384 0.47
A4 2479.01 2478.950 0.06

*M representa la masa molar expresada en g/mol y m/z representa la relacion

masa-carga expresada en Dalton (Da).

4.2.3 Dicroismo circular (DC)

Para determinar la estructura secundaria de la LFamp B y sus analogos se
realizaron los espectros de DC de los PAM en condiciones simuladas de

membrana en presencia de TFE/H,0 al 30% v/v.
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Los espectros de DC de la LFamp B y los analogos 1, 2, 3 y 4 (Figura
19) exhibieron una banda positiva con un maximo entre 190 y 195 nm,
adicionalmente, mostraron dos minimos cercanos a 205y 217nm. EI DC es util en
la determinacion de la estructura secundaria de los péptidos, ya que el espectro
muestra la disposicion espacial de las unidades quirales de la cadena peptidica.
Un péptido con estructura helicoidal genera un perfii de DC facilmente
diferenciable exhibiendo una banda positiva cerca de 192 nm la cual corresponde
a transiciones electronicas de tipo 7 -» ©* y dos maximos negativos cerca de 222
y 208 nm correspondiente a transiciones de tipo n » n* Yy m —» ©* respectivamente
(Juban et al., 1997). La LFamp B y sus analogos mostraron un perfil similar al

conferido por una estructura a-hélice bien definida (Keiderling, 2002).

Todos los péptidos sintetizados presentan una fragmento hidrofébico en la region
N-terminal y un fragmento hidrofilico en la regién C-terminal. EI fragmento
hidréfobo va desde el residuo de W 268 hasta el residuo de F 278 y pueden
adquirir la estructura tipo helicoidal, de acuerdo con los resultados de DC vy el
predictor de estructura 2-D PEP-FOLD.

57



Figura 18. Espectros de DC de los péptidos LFamp B, Al, A2, A3y A4. Cada
uno de los espectros fue tomado utilizando solucion de TFE al 30% en H,0.
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4.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS PAM

La actividad antimicrobiana de los péptidos sintéticos fue evaluada empleando el
método de microdilucidon en caldo utilizando un espectrofotometro lector de

microplacas ELISA, la densidad optica fue registrada a 595 nm.

Con el fin de evaluar el posible efecto antimicrobiano de los péptidos sintetizados,
se realiz6 la cinética de crecimiento de las cepas de SARM y E.coli O157:H7 en
presencia de la LFamp B y sus analogos. Las concentraciones de péptido
utilizadas en todos los ensayos fueron: (0.5, 1, 10, 25, 50, 75 y 100)uM. Las
muestras se incubaron a 37°C con agitacién constante de 200 rpm vy la cinética de
crecimiento se evalué durante un periodo de ocho horas, realizando mediciones
cada hora.

En la figura 20 se observa un efecto inhibitorio dependiente de la concentracion,
es decir, el aumento de la concentracion de la LFamp B y el andlogo A4 causaron
mayor inhibicién del crecimiento de la bacteria SARM. La concentracion 75 uM de
la LFamp B inhibi6é el 70% del crecimiento de SARM vy la concentracion 100 uM
inhibi6 méas del 99% del crecimiento del patbgeno Gram positivo al igual que las
concentraciones 75uM y 100uM del péptido A4, lo que corresponde a un aumento
del 29% de la actividad biolégica de la concentracion 75 uM del analogo A4

comparado con la LFamp B a la misma concentracion.

Este comportamiento se debe posiblemente al caracter catidnico de la LFamp B ya
que las cargas positivas son esenciales para el acercamiento inicial con la
membrana citoplasméatica de los microorganismos (Haney et al., 2012). Ademas,
otros estudios revelan que la carga neta positiva de los péptidos esta
estrechamente relacionada con la actividad frente a microorganismos como

bacterias y levaduras (Van der Kraam, 2004).
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Ha sido ampliamente demostrado que los PAM cationicos interactian en primera
instancia por medio de fuerzas electrostaticas con los &cidos teicoicos y LPS de la
membrana (Haney et al., 2012; Dautin & Bernstein, 2007; Doerrler, 2006; Chan et
al., 2006) y de esta manera, los PAM quedan expuestos a un ambiente
relativamente méas hidrfébico. El entorno hidrofébico minimiza el contacto de los
péptidos con el agua estabilizando la estructura 2-D tipo helicoidal (Yin et al.,
2012), como se observd en los espectros de DC. Posteriormente los péptidos

ejercen su accion antimicrobiana sobre la bacteria.

Figura 19. Perfiles de la cinética de crecimiento de SARM en presencia de la

LFamp By el analogo A4, respectivamente.
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*SARM representa el control de crecimiento de la bacteria en ausencia de
antimicrobiano.
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La bacteria SARM fue menos susceptible al tratamiento con el analogo Al,
mostrando menor inhibiciébn del crecimiento bacteriano en comparacién con la
LFamp B y el analogo A4; el analogo Al inhibi6 el 82%, 55% y 39% del
crecimiento de la bacteria SARM a las concentraciones 100 puM, 75 uM y 50 uM,
respectivamente. La inhibicion del crecimiento de SARM en presencia de los
analogos A2 y A3 no fue significativa siendo inferior al 50%. Los perfiles de la
cinética de crecimiento bacteriano de SARM en presencia de los péptidos Al, A2y

A3 se muestran en el anexo 8.

El disefio del analogo Al consistié en la sustitucion del residuo de serina (S) en la
posicion 272 de la LFamp B por un residuo de lisina (K), con el fin de aumentar la
carga neta del péptido y de esta manera, mejorar la interaccion con la membrana
bacteriana. Los resultados obtenidos mostraron disminucion de la actividad
biologica del péptido Al frente a SARM en comparacion con la LFamp B vy el
analogo A4 pese a que fue el péptido con un valor de carga neta superior, en
comparacion con los demas péptidos sintetizados. Posiblemente el residuo de K
272 cargado positivamente, interactla a través de fuerzas electrostéticas con las
cabezas polares de los fosfolipidos ubicadas en la superficie de la membrana,
evitando la insercion de los residuos de W y F en la bicapa lipidica. Se cree que
durante las ocho horas de la cinética de crecimiento, el péptido A1 no adquiere
sitios de anclaje contundentes, la interaccidon electrostatica no es suficiente para
mantener el péptido unido a la membrana (Haney et al., 2012) induciendo que el
antimicrobiano se suelte y la bacteria sobreviva. En la figura 21 se propone un
modelo que sustenta lo dicho anteriormente acerca del comportamiento del
péptido Al.

La sustitucion del residuo de arginina (R) por lisina (K) en la posicion 284 del
analogo A2, causo disminucion de la actividad del péptido frente a las cepas
estudiadas. El residuo de R en el extremo C-terminal favorece la atraccion del

péptido con la membrana, permitiendo la interaccion de tipo enlaces de hidrogeno
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con especies negativas de la superficie de la bacteria, tales como fosfolipidos,
LPS, acidos teicoicos y fosfatidil glicerol (Chan et al., 2006).

El analogo A3 fue el péptido menos activo. Ademas de la sustitucion de R 284 por
K, se le suma la modificacion de S 283 por el aminoacido apolar isoleucina (I) y la
sustitucion de leucina (L) en la posicion 266 por . En este caso, la modificacién
de uno de los aminoacidos conservados en la secuencia, generd disminucion

drastica en la actividad del péptido sintético.

Figura 20. Representacion de la estructura 1-D y 2-D del péptido Al

*A) representa la estructura lineal o secuencia 1-D. B) representa la estructura 2-
D con la cadena lateral del residuo de K 272 equivalente a la posicion 8 del panel
A). C) representa la estructura 2-D con visualizacion de las cadenas laterales de
los residuos W 268, K 269, K 272 y F 278. Posiblemente los residuos de K 269 y
K 272 interactian con la membrana a traves de fuerzas electrostaticas dejando los
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residuos de W y F orientados hacia el exterior sin posibilidad de anclaje en la
bicapa lipidica.

Los valores de CMI y CMB de los péptidos sintéticos frente a la cepa SARM se

pueden ver en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados obtenidos de CMI y CMB de los péptidos sintetizados contra
SARM.

Péptido SARM
CMIsp (UM) CMlgo (ULM) CMlgg (LM) CMB (uM)
LFamp B 60 + 0.5 81+0.3 100+ 0.2 100
Al 62+2.0 >100 >100 >100
A2 >100 >100 >100 >100
A3 >100 >100 >100 >100
A4 52+0.9 68 + 0.6 75+0.2 >100

En la tabla 6, se puede observar que la bacteria SARM fue méas susceptible al
analogo A4 derivado de la LFamp B en comparacion con los otros péptidos
sintetizados. El andlogo A4 inhibid el crecimiento de SARM en un 50% a una
concentracion 52uM, mientras que la LFamp B causd el mismo efecto a una
concentracion 60uM, seguido del analogo Al el cual lo hizo a una concentracion
62uM. Las concentraciones 68uM y 75uM del analogo A4 causaron la inhibicion
de SARM en un 90% y 99% respectivamente, a diferencia de la LFamp B quien
causO el mismo efecto a concentraciones mas altas, las cuales fueron 81uM y
100uM respectivamente. Los analogos A2 y A3 inhibieron menos del 50% del
crecimiento del patégeno Gram positivo. Un estudio realizado por Flores et al en
2010, indic6 que la LFamp B 265-284 a una concentracion 40uM inhibe el 90% del
crecimiento de SARM, lo que esta de acuerdo con los resultados obtenidos en
este estudio durante la primera hora de la cinética de crecimiento, donde una

concentracion 50 uM inhibe el 99% del crecimiento de SARM.
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Por otra parte, las concentraciones 100 puM y 75 pM de la LFamp B inhibieron el
crecimiento de E. coli O157:H7 en 53% y 32%, respectivamente, mientras que las
concentraciones 100 uM y 75 uM del analogo A4 inhibieron el crecimiento de la
misma cepa en 96.7% y 44.4%, respectivamente. Los perfiles de la cinética de

crecimiento de la LFamp B y el péptido A4 se pueden observar en la figura 22.

Figura 21. Perfil de la cinética de crecimiento de E.coli O157:H7 en presencia de

la LFam B y el andlogo A4 respectivamente.
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*E.coli representa el control de crecimiento de la bacteria E.coli O157:H7 en
ausencia de antimicrobiano.
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El incremento de la actividad biolégica del analogo A4 frente a las dos cepas
utilizadas en este estudio, posiblemente se produjo por la inclusién de los residuos
hidrofébicos de fenilalanina y triptéfano en el extremo N-terminal de la secuencia
aminoacidica. Ademas, en otros estudios se ha evidenciado que las cadenas
laterales de los residuos de triptéfano (W) y fenilalanina (F) son vitales para el
anclaje del péptido a la membrana bacteriana. De manera general, los residuos
hidrofébicos estan directamente comprometidos con la profundidad de penetracion
del péptido en el nucleo apolar de la bicapa lipidica (Haney et al., 2012; Nguyen,
2011).

La figura 23 muestra la distribucion espacial de los residuos de fenilalanina y
triptéfano en las posiciones W 268, F 271, W 275y F 278. La distancia entre cada
residuo de W y F es de tres o cuatro aminoacidos, permitiendo el plegamiento
adecuado del péptido para adquirir la conformacién helicoidal responsable de la
actividad bioldgica; (Bahar & Ren, 2013). Probablemente los grupos fenilo de la
fenilalanina y los anillos inddlicos del triptéfano se orientan hacia la misma cara
hidrofébica de la a- hélice, aumentando la adherencia del péptido en la membrana.
Al aumentar los sitios de anclaje, el péptido se estabiliza sobre la superficie de la
membrana, causando dafio a la integridad del microorganismo (Haney et al., 2012;
Chan et al., 2006), lo que evidencia el aumento en un 43.7% de la actividad
biolégica frente a E.coli O157:H7 de la concentracion 100 uM del andlogo A4

comparado con la LFamp B.
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Figura 22. Representacion de la estructura 1-D y 2-D del péptido A4.

*A) representa la estructura primaria del analogo A4; Trp 4, Phe 7, Trp 11, Phe 14,
representan los aminoacidos hidrofébicos en las posiciones W 268, F 271, W 275,
F278 respectivamente. B) representa la estructura 2-D del analogo A4. C)
representan la estructura 2-D del analogo A4 con las cadenas laterales de los
residuos de W 268, F 271, W 275, F278 orientadas hacia la misma cara de la a-
hélice.

Los analogos Al, A2 y A3 no fueron activos frente a la bacteria E. coli O157:H7.
Los perfiles de crecimiento bacteriano de E.coli O157:H7 en presencia de los
péptidos Al, A2 y A3 se muestran en el anexo 9. De manera general, las

bacterias Gram negativas como E. coli O157:H7 presentan en su envoltura celular
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una capa delgada de péptidoglicano unida a una membrana exterior. La
membrana exterior, estd compuesta por fosfolipidos, lipopolisacéridos (LPS) y en
menor cantidad por proteina. Entre la membrana citoplasmatica y la pared celular,
se encuentra el espacio periplasmatico; en este lugar residen enzimas hidroliticas,
enzimas inactivadoras de antibiéticos y proteinas de transporte. Finalmente hay
una membrana citoplasmética compuesta por fosfolipidos y proteinas, esta
membrana es semipermeable, selectiva y controla los nutrientes que ingresan a la
célula (Speradeo, 2009; Futaki et al., 2001).

La evidencia indica que los PAM sintetizados presentaron menor actividad
biolégica frente a la cepa E. coli O157:H7 posiblemente por la presencia de la
doble membrana caracteristica de las bacterias Gram (-). Este comportamiento
sugiere, que el sitio de accion de los PAM puede estar orientado a la membrana
bacteriana y en menor medida a posibles alteraciones del material genético del

microorganismo.

Un estudio realizado por Marieke et al en 2006, muestra que la LFamp B 265-284
presenta mayor actividad contra bacterias Gram (+) en comparacion con la LFamp
B 268 -284. Este mismo estudio indicé que la LFamp 265-284 present6
disminucién en la actividad biologica frente a bacterias Gram (-) en comparacion
con la secuencia mas corta. Los residuos DLI en la region N-terminal de la LFamp
B 265-284 aumentaron la actividad frente a bacterias Gram (+) las cuales no eran
susceptibles a la accién de la LFamp 268-284 en el rango de concentraciones
evaluadas. Adicionalmente la LFamp 265-284 presentd disminucion de la
actividad contra bacterias Gram (-) en comparacién con la secuencia mas corta.
Por ejemplo, la LFamp 265-284 a una concentracion 38uM inhibe el 50% de E. coli
0157:H7, mientras que la LFamp 268-284 causa este mismo efecto a una

concentracion 25uM.
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Los valores de CMI y CMB de los péptidos sintéticos frente a E. coli O157:H7 se

pueden ver en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados obtenidos de CMI y CMB de los péptidos sintetizados contra
E. coli O157:H7.

E. coli O157:H7

Péptido CMIlsp (UM) CMlgo (LM) CMlgg (LM) CMB
LFamp B 97 + 0.6 >100 >100 >100
Al >100 >100 >100 >100
A2 >100 >100 >100 >100
A3 >100 >100 >100 >100
A4 77 £ 0.6 92 +0.5 >100 >100

En la tabla 7 se observa que la LFamp B inhibié el 50% del crecimiento de E. coli
0157:H7 a una concentracion de 97 uM mientras que el analogo A4 inhibi6 el 50%
del crecimiento de la misma cepa a una concentracion de 77 uM disminuyendo en
un 20.6% la concentracion de péptido necesaria para lograr la CMlsy en
comparacion con la LFamp B. Ademas la concentracion 92 uM del péptido A4
inhibié el 90% del crecimiento del patbgeno Gram negativo. Solamente el analogo
A4 causo6 un efecto inhibitorio por encima del 90% frente a E. coli O157:H7 en el
rango de concentraciones evaluadas en comparacién con los demas péptidos
sintetizados. Las concentraciones de péptido necesarias para obtener los valores

de CMlgg son supriores a 100 uM.

Por otra parte, se evaluo la CMB de los péptidos que causaron mas del 99% de
inhibicion durante la cinética de crecimiento; los péptidos que ocasionaron este
efecto inhibitorio fueron la LFamp B y el analogo A4 frente a la cepa SARM como

se puede ver en la figura 24.
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Figura 23. Determinacion de la CMB.

*C.C. Representa el control de crecimiento de la cepa en ausencia de péptido,
C.l. Representa el control de inhibicion de la bacteria tratada con el péptido a una
concentracion determinada; en los dos casos fue 100uM. C.E Representa el

control de esterilidad; es el medio de cultivo estéril MH.

La naturaleza bactericida de los antibidticos es propia de cada compuesto y varia
segun las caracteristicas de los grupos quimicos presentes en su estructura (Nam
et al., 2014; Mayud et al., 2008), ademas, la accion bactericida de un antibiotico
dado, no es una propiedad intrinseca del antibiético, pero puede estar influenciada
por el sitio activo del microorganismo y la concentracion del farmaco (ilic et al.,
2013; Tan et al., 2012; Hancock, 2005).

A nivel de laboratorio se ha establecido cierta distincion entre el efecto bactericida
y bacteriostatico. Los agentes bacteriostaticos previenen el crecimiento de la
bacteria, manteniendo el microorganismo en la fase estacionaria, mientras que los
agentes bactericidas destruyen todas las células bacterianas (Pankey & Sabath,
2004), lo que esta de acuerdo con lo observado en la determinacion de la CMB

para la LFamp B y el péptido A4.
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Los resultados obtenidos indican que la LFamp B a una concentracion 100 uM
tuvo efecto bactericida sobre SARM mientras la concentracion 100 uM del péptido
A4 presentd un efecto bacteriostatico sobre la misma cepa. Sin embargo, a nivel
clinico, pocas veces se ha documentado que una accion bactericida sea mejor que
una accion bacteriostatica (Mayud et al.,, 2008), ya que existen agentes
bacteriostaticos como el cloranfenicol y el linezolid, los cuales se han utilizado
para el tratamiento de la meningitis. Ademas, la clindamicina es otro ejemplo de
antibiotico bacteriostatico, el cual se ha utilizado para inhibir completamente el
sindrome de choque toxico producido por S. aureus (Pankey & Sabath, 2004), por
lo tanto el analogo A4 derivado de la LFamp B puede ser una opcion prometedora
gue podria implementarse para el tratamiento de enfermedades causadas por
SARM.
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5 CONCLUSIONES

Se disefid una nueva secuencia peptidica derivada de la LFamp B con
actividad biolégica mejorada frente a las cepas patdgenas de SARM vy E.

coli O157:H7, mediante el uso de herramientas bioinformaticas.

Se obtuvieron cinco péptidos mediante la sintesis en fase sdlida utilizando
la estrategia de proteccion Fmoc, con porcentajes de pureza superiores al
90%.

Todos los péptidos sintéticos presentaron estructura secundaria tipo a-
hélice en condiciones simuladas de membrana de acuerdo con los

resultados obtenidos por DC.

El analogo A4 inhibié el crecimiento de SARM en 50%, 90% y 99% a
concentraciones 52 pM, 67 uM y 75 uM respectivamente, mientras que
LFamp B causoé este mismo efecto a concentraciones mas altas, las cuales
fueron 60 uM, 81 pM y 100 uM. Sin embargo, la concentracién 100 uM de
LFamp B tuvo efecto bactericida sobre SARM, mientras que la CMB del

analogo A4 frente a la misma cepa es superior a 100uM.

El analogo A4 inhibio el crecimiento de E. coli O157:H7 en un 96.7% a una
concentracion 100pM, mientras que la concentracion 100 puM de la LFamp
B inhibi6é el 53% del crecimiento de la misma cepa. Los demas péptidos
sintetizados causaron la inhibicibn de la bacteria Gram negativa en un

porcentaje inferior a 50% en el rango de concentraciones utilizadas.

El andlogo A4 presentd mayor actividad sobre SARM y E. coli O157:H7
comparado con los demas péptidos sintetizados, posiblemente por la

adicién estratégica de residuos aminoacidicos de triptéfano y fenilalanina en
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la regidbn N-terminal de la secuencia peptidica. Sin embargo, SARM fue
mas susceptible que E.coli O157:H7 al tratamiento con los PAM

sintetizados.
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6 RECOMENDACIONES

Disefiar nuevos analogos de LFamp B, aumentando la carga cationica en el
extremo C-terminal con residuos amninoacidicos como Arginina o Lisina,
manteniendo las modificaciones realizadas en la region N-terminal del

analogo A4.

Evaluar la actividad de los PAM en diferentes lineas celulares para

determinar la citotoxicidad.

Usar un marcador fluorescente como rodamina para elucidar el mecanismo

de accién de los PAM, mediante microscopia de fluorescencia.
Usar acido fosfowulframico para determinar el dafio celular causado en los

microorganismos, utilizando la técnica microscopia electronica de

transmision (TEM).
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Anexo A. Cromatogramas HPLC-RP de los péptidos sintéticos.
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Anexo B. Tiempos de retencion de los PAM.

Tiempo de retencidn

Nombre Secuencia .
(min)
LFamp B DLIWKLLSKAQEKFGKNKSR 1.899
Al DLIWKLLKKAQEKFGKNKSR 1.897
A2 DLIWKLLSKAQEKFGKNKSK 1.902
A3 DIIWKLLSKAQEKFGKNKIK 1.915
A4 DLIWKLFSKAWEKFGKNKSR 1.906
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Anexo C. Espectro de MALDI-TOF del péptido LFamp B.
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Anexo D. Espectro de MALDI-TOF del anélogo Al.
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Anexo E. Espectro de MALDI-TOF del analogo A2.
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Anexo F. Espectro de MALDI-TOF del analogo A3.

PEPTIDO: A3
SECUENCIA: DIIWKLLSKAQEKFGKNKIK
PM: 2386.91 g/mol
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Anexo G. Espectro de MALDI-TOF del analogo A4.
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Anexo H. Perfiles de la cinética de crecimiento de SARM en presencia de los

analogos Al, A2 y A3 respectivamente
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Anexo |. Perfiles de la cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 en presencia de

los analogos Al, A2 y A3 respectivamente
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