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RESUMEN

TiTULO: DESARROLLO DE NUEVOS PEPTIDOS SINTETICOS
NANOESTRUCTURADOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD FRENTE A Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA Y Escherichia coli
0157:H7

AUTOR: JENNIFFER CRUZ LAITON”

PALABRAS CLAVES: PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS, NANOENCAPSULACION,
RESISTENCIA BACTERIANA, ENFERMEDADES INFECCIOSAS

DESCRIPCION: En este trabajo de investigacion doctoral se disefiaron, sintetizaron y
caracterizaron 18 nuevos péptidos con un amplio espectro de propiedades
antibacterianas, utilizando la estrategia F-moc en bolsas de té. Los péptidos
antimicrobianos (PAMs) se caracterizaron mediante espectrometria de masas Maldi-TOF
y espectroscopia de dicroismo circular (DC). Posteriormente, se determind la actividad
antibacteriana in vitro, frente cepas patégenas de Escherichia coli 0157: H7 (E. coli O157:
H7), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM), utilizando el método de microdilucion. Se demostré actividad
bactericida para todos los PAMs frente al menos una de las cepas patdgenas ensayadas.
Los PAMs denominados GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W presentaron las mejores
actividades antibacterianas, alcanzando una Concentracion Minima Inhibitoria (CMlgg) en
rangos de 0.5 a 25 pM, frente a las tres cepas.

Posteriormente, el PAM GIBIM-P5S9K se encapsul6é en nanoparticulas (NPs) poliméricas
de PLA y PLGA utilizando el método de doble emulsion difusién de solvente. Ademas, las
NPs se caracterizaron mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Dispersion de
luz en Modo Dindmico (DLS), Potencial Zeta y Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FT-IR). Las NPs mostraron forma esférica y tamafio promedio
comprendido entre 160 y 330 nm. Por otra parte, se evalué el efecto antibacteriano de las
NPs cargadas con GIBIM-P5S9K, mediante la determinacion de la CMlgg; se determind un
valor de 75y 25 uM frente a SARM y P. aeruginosa, respectivamente. La encapsulacion
en el biopolimero no potencié la actividad antibacteriana, pero disminuyé el efecto
citotoxico cinco veces menos y aumentd la estabilidad del péptido contra la accién de
proteasas cuando se expuso en presencia de suero humano. Finalmente, la actividad
antibacteriana exhibida por los péptidos libres y encapsulados contra las cepas
patdgenas, nos permiten considerar las NPs como una alternativa nueva y potencial para
el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.
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DESCRIPTION: In this study a group of 18 new peptides with a broad spectrum of
antibacterial properties were designed, synthesized and characterized using the strategy
F-moc in tea bags. These peptides were characterized by Maldi-TOF mass spectrometry
and Circular Dichroism (DC) spectroscopy. Subsequently, in vitro antibacterial activity was
determined using the microdilution method in broth on pathogenic strains of Escherichia
coli O157: H7(E. coli O157:H7), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) and methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Antimicrobial peptides showed effect against at
least one of the bacteria used as model, standing out the peptides denominated GIBIM-
P5S9K and GIBIM-P5F8W, which presented the highest activity against strains evaluated
with a Minimum Inhibitory Concentration (MICg) in a range from 0.5 to 25.0 uM.

GIBIM-P5S9K peptide was encapsulated in PLA and PGLA polymeric nanoparticles (NPs)
by double emulsion-diffusion/solvent evaporation method. In addition, NPs were
characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Dynamic Light Dispersion (DLS),
Zeta Potential and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). NPs showed a
spherical shape, with an average size from160 to 330 nm. On the other hand, inhibitory
effect of NPs was evaluated by determination of MIC99, where the greatest effect was
presented by GIBIM-P5S9K-loaded PGLA nanoparticles with a value of 75 and 25 uM
against MRSA and P. aeruginosa, respectively. Biopolymer encapsulation did not
potentiate antimicrobial activity, but encapsulation decreased cytotoxic effect by an order
of 5-fold and increased the stability of antimicrobial peptide against proteolytic action
when it was exposed in presence of human serum. Finally, antibacterial activity exhibited
by free and encapsulated peptides against pathogenic strains, allow usto consider
polymer nanoparticles as a new and potential alternative for development of new
antimicrobial agents.

‘Doctoral thesis
Science Faculty. School of Chemistry. Advisors: Claudia C. Ortiz L6pez, PhD Biocatalysis. Fanny Guzman Quimbayo, PhD
in Science and Rodrigo G. Torres Saez, PhD in Biochemistry and Molecular Biology.
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INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, existe un gran interés por desarrollar nuevos antibioticos efectivos en
el tratamiento de enfermedades infecciosas de alta prevalencia e infecciones
sistémicas de dificil manejo terapéutico causadas, por bacterias patdgenas
multirresistentes. Las soluciones que se plantean para resolver esta problematica
se han limitado en gran medida a la modificacion estructural de moléculas
antibidticas ya existentes o a terapias de combinacién de varios farmacos,
mientras que el desarrollo de nuevas moléculas o la identificacion de nuevas

dianas terapéuticas han sido menos estudiadas.

Entre los microorganismos patdégenos mas resistentes se encuentran las bacterias
Gram-negativas de Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7) y Pseudomonas
aueruginosa (P. aeruginosa); asi mismo entre las bacterias Gram-positivas
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) también presenta gran
relevancia. La multirresistencia de estas bacterias se asocia generalmente con la
adquisicion de plasmidos y transposones, o la infeccion por bacteri6fagos,

portadores de genes de resistencia.

Recientemente, los péptidos antimicrobianos (PAMs) obtenidos en forma sintética
han surgido como una alternativa promisoria para el tratamiento de infecciones
microbianas, estos compuestos exhiben propiedades multifuncionales que los
hacen potencialmente Utiles como agentes terapéuticos. Los PAMs son
oligopéptidos con un numero variable de aminoéacidos (longitud de cadena entre 7
y 100 residuos), que presentan propiedades fisicoquimicas tales como estructura
secundaria a-hélice, carga total positiva e hidrofobicidad. Estas caracteristicas
afectan la interaccion entre los PAMs y la membrana de la célula. Los PAMs
exhiben un amplio espectro de actividad frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, hongos, parasitos, virus y ceélulas tumorales debido a que presentan

toxicidad selectiva permitiendo atacar de manera especifica la célula diana,

23



Estado de arte y marco de referencia

mediante mecanismos que al parecer dificultan la aparicion de fenomenos de

resistencia.

A pesar de estas ventajosas caracteristicas de los PAMs, todavia se presentan
algunos desafios para implementar su uso. Estos incluyen toxicidad potencial para
los seres humanos, sensibilidad a las condiciones ambientales (susceptibilidad a
las proteasas y pH extremo), baja selectividad frente a cepas especificas, altos
costos de produccion, problemas de plegado en algunos PAMs con alto peso
molecular, reduccion de la actividad cuando se utilizan para el revestimiento

superficial y resistencia bacteriana frente a algunos péptidos.

En este sentido, la encapsulacién de biomoléculas ha surgido como una estrategia
qgue podria mejorar la biodisponibilidad, estabilidad y actividad antimicrobiana de
los PAMs. En la actualidad, existen diferentes metodologias de encapsulacion,
siendo la doble emulsién-evaporacién y/o difusién de solvente una de las técnicas

mas utilizadas para la encapsulacion de enzimas, proteinas y péptidos.

Por lo anterior, esta tesis doctoral fue enfocada hacia la busqueda de nuevos
péptidos sintéticos con potencial actividad frente a los microorganismos patégenos
de E. coli 0157:H7, SARM y P. aeruginosa. Igualmente, se buscé potencializar la
actividad de uno de los compuestos peptidicos mas activos mediante
encapsulacién en nanoparticulas poliméricas de acido poli-lactico (PLA) y &cido
poli- lactico-co-glicdlico (PLGA). La hipotesis de esta busqueda se basé en que el
tamafio nanométrico favorece una mejor interaccion con el microorganismo.
Ademas, este trabajo de investigacion fue dividido en capitulos correspondientes a

cada uno de los objetivos especificos inicialmente planteados.

A continuacion, se presenta una breve descripcién de cada capitulo:

En el Capitulo 1 se presentan los antecedentes tedricos de la problematica actual
relacionada con la resistencia bacteriana frente a los antibidticos convencionales.

Asimismo, se presentan las estrategias de disefio, sintesis y mecanismos de
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accion de los PAMs durante los ultimos afios. Adicionalmente, se desarrolla una
revisiobn bibliografica acerca de la importancia de la nanotecnologia en el
desarrollo de nuevos compuestos biolégicamente activos.

El Capitulo 2 contiene los resultados del disefio, sintesis y caracterizacion de
dieciocho nuevos péptidos. Inicialmente, cuatro PAMs disefiados a partir del
algoritmo genético denominado “DEPRAMS”, fueron tomados como plantilla para
desarrollar doce nuevos analogos, mediante el disefio racional basado en la
modificacion de un aminoacido en la secuencia original de acuerdo con las
propiedades fisicoquimicas que aparecen en la base de datos CAMP (“Collection
of Anti-Microbial Peptides”, por sus siglas en inglés inglés). La sintesis de los
dieciocho PAMs se desarrollé utilizando la metodologia en fase solida F-moc en

bolsa de té.

El Capitulo 3 estd enfocado en la determinacion de la actividad microbicida de los
péptidos disefiados y la evaluacion de una posible correlacion entre la posicion de
sustitucion de un aminoacido en la secuencia con la actividad de los mismos. Los
compuestos fueron probados sobre tres cepas patdégenas modelo: E. coli
0157:H7, SARM y P. aeruginosa utilizando la metodologia de microdilucion en
caldo. Ademas, para verificar el amplio espectro de estos compuestos se evaluo la
actividad antiparasitaria frente a Leishmania. Por otro lado, teniendo en cuenta
que los péptidos pueden actuar en la membrana bacteriana o en dianas
intracelulares, se logré localizar celularmente uno de los péptidos mas activos,

utilizando microscopia de fluorescencia.

El Capitulo 4 describe la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas
de acido polilactico (PLA) y acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA), cargadas con
uno de los péptidos con mayor actividad antimicrobiana y menor citotoxicidad.
Ademas, se determiné la actividad del péptido cargado en las nanoparticulas

poliméricas de PLA y PLGA, y se comparo respecto a la actividad del péptido libre.
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Asimismo, se determiné la actividad hemolitica de este tipo de compuestos en

hematocritos.

Pregunta de investigacion

La investigacién realizada fue motivada para dar respuestas a las siguientes

preguntas:

¢Es posible sintetizar nuevos péptidos bioactivos con actividad antibacteriana
frente a bacterias patdgenas, utilizando herramientas bioinforméticas?
¢Es posible mejorar la actividad de los péptidos antibacterianos mediante la

encapsulacién en nanoparticulas poliméricas de PLA y PLGA?
Hipotesis
La encapsulacion de PAMs en nanoparticulas poliméricas de PLA y PLGA

representa una herramienta para mejorar la estabilidad, actividad vy

biodisponibilidad de estos compuestos en medio fisioldgico.
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Capitulo 1

ESTADO DE ARTE Y MARCO DE REFERENCIA
1.1 LA CRISIS DE LA RESISTENCIA ANTIBIOTICA

El aumento de bacterias resistentes a los antibidticos convencionales representa
un serio desafio para las terapias antimicrobianas. El uso de los antibidticos
convencionales cada vez mas potentes frente a "superbacterias”, conlleva a la
urgente necesidad de desarrollar otros agentes de control bacteriano.
Actualmente, segun la Alianza Mundial contra la Resistencia a los Antibidticos
(WAAR, por sus siglas en inglés), estas moléculas podrian perder completamente
su efectividad debido a una combinacion entre la automedicacion y la prescripcion

irracional [1,2].

El Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades (ECDC,
por sus siglas en inglés) informd que cada afio mueren 25.000 personas debido a
infecciones causadas por bacterias multirresistentes y afiadié que alrededor de 1.5
billones de euros son considerados como un gasto extra por los servicios de salud

y pérdida de productividad por afio en Europa [3].

La OMS ha clasificado ocho bacterias de interés internacional; su identificacion y

resistencia se presenta a continuacion [4]:

e Escherichia coli (E. coli) resistente a las cefalosporinas de tercera
generacion, antibidticos B-lactamicos y fluoroquinolonas.
¢ Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae): resistente a las cefalosporinas de

tercera generacion, incluyendo antibiéticos B-lactamicos, y carbapenemas.
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e Staphylococcus aureus (S. aureus): resistente a los farmacos
antibacterianos B-lactamicos y a la Meticilina (SARM)

e Staphylococcus pneumoniae (S. pneumoniae): resistente o no susceptible a
la Penicilina

e Salmonella no tifoidea (SNT): resistente a las fluoroquinolonas

e Especies de Shigella: resistentes a las fluoroquinolonas

e Neisseria gonorrhoeae: disminucibn de la susceptibilidad a las
cefalosporinas de tercera generacion

e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa): resistente a cefalosporinas de

primera y segunda generacion, tetraciclinas, cloranfenicol y macrélidos

En este contexto, las bacterias Gram-negativas de E. coli O157:H7 y P.
aeruginosa, asi como la bacteria Gram-positiva SARM, se han convertido en
patégenos de gran relevancia, centrando la atencion de la comunidad cientifica en
la busqueda de nuevos tratamientos que combatan las infecciones que ocasionan

estos microorganismos [1].

E. coli O157: H7 es un patégeno zoonoético que fue aislado en el afio de 1982 en
los Estados Unidos, por su capacidad para causar enfermedades humanas que
van desde la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) hasta el fatal Sindrome
Hemolitico Urémico (SHU). Durante los dltimos 20 afios se ha detectado un
aumento en la resistencia a los antibiéticos en las poblaciones de E. coli 0157: H7
[5]. Muchos aislamientos presentaron resistencia frente a los antibidticos de
Ampicilina, Eritromicina, Metronidazol, Vancomicina y otros han mostrado
resistencia a Tetraciclina, Estreptomicina y Sulfisoxazol. Sin embargo, el
mecanismo de resistencia de este patdogeno no se ha podido establecer con
precision. Segun el centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés), se ha estimado que las infecciones por E. coli O157: H7
causan 73.000 enfermedades, 2.200 hospitalizaciones y 60 muertes anuales en
los Estados Unidos [6]. En Colombia, la prevalencia de esta cepa no se conoce

con exactitud. La infeccién por E. coli O157:H7 ocurre en todos los grupos de
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edades, pero la incidencia mas alta se presenta en niflos menores de cinco afnos,
los cuales presenta las més altas proporciones de morbi-mortalidad. Se estima
que de 0.6 a 2.4% de todos los casos de diarrea y de 15-36% de todos los casos
de diarrea sanguinolenta se asocian con E.coli O157:H7. [7].

Asi mismo, la bacteria P. aeruginosa ha aumentado la resistencia frente a los
antibiéticos convencionales. Uno de los principales mecanismos de resistencia
intrinseca a antimicrobianos de esta cepa es la expresién de B-lactamasas AmpC
cromosomales, que confiere resistencia a ampicilina, amoxicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas de amplio espectro, cefotaxima y
ceftriaxona [8]. Durante las dos ultimas décadas la resistencia ha sido un problema
creciente, la Surveillance Network Database USA ha detectado un incremento del
62% en los aislamientos de P. aeruginosa multirresistente (resistencia a mas de 3
antibiéticos) desde 1998 hasta 2000 [9]. La aparicion de multirresistencia supone
un aumento en la estancia hospitalaria de los pacientes ingresados en la Unidad

de Cuidados Intensivos (UCI), en los costos y en la mortalidad [10,11].

Por otra parte, Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) se reporto
por primera vez en la década de 1960. En la actualidad un porcentaje importante
de las infecciones nosocomiales son producidas por esta cepa. El mecanismo mas
frecuente de resistencia a meticilina se debe a la presencia del gen mecA en el
cromosoma bacteriano, que codifica la sintesis de una proteina fijadora de
penicilina (PBP, del inglés Penicillin Binding Protein) alterada, denominada PBP2a
o PBP 2’, con baja afinidad por las penicilinas. Las cepas de SARM que presentan
este gen, se caracterizan por su multiresistencia que, comprende todos los B-
lactdmicos y otros antimicrobianos como tetraciclina, macrolidos, lincosamidas,
aminoglucésidos, quinolonas y algunos metales pesados. Se ha descrito que las
tasas de infeccion por SARM se ven incrementadas en las unidades de cuidados
intensivos en Asia, Africa, Europa y principalmente en América Latina [12—14]. En

Colombia se demostro la presencia de individuos sanos colonizados por cepas de
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SARM productoras del factor de virulencia de Panton- Valentine Leucocidina (PVL)
[15].

Desafortunadamente, este aumento en bacterias resistentes no ha sido
acompafado por un aumento en el descubrimiento de nuevos antibiéticos. Peor
aun, ha habido una disminucién en el desarrollo de nueva clase de antibioticos en
la industria farmacéutica debido a factores econdmicos desfavorables y el gran
reto que resulta la obtencion de aprobaciones [16, 17]. En la tabla 1, se pueden
apreciar los medicamentos antibidticos que fueron aprobados por la
Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés) en el
periodo de tiempo comprendido entre el 2011 y el 2016. Efectivamente, la
resistencia a los medicamentos requiere el uso de otros agentes que utilicen un
mecanismo de accidn novedoso. Segun una estimacion, se necesitan veinte
nuevas clases de farmacos para que los antibioticos funcionen efectivamente

durante los proximos cincuenta afios [16].

En este contexto, los péptidos antimicrobianos (PAMS), representan una nueva era
para tratar infecciones debido a su compleja y diversa estructura. Estos
compuestos producidos por bacterias, hongos, animales y humanos, se
caracterizan porque son antibiéticos naturales, con una alta especificidad y baja
probabilidad citotéxica en células humanas. Ademas, por su mecanismo de accion
presentan un amplio espectro de actividad frente a bacterias (Gram-positivas y
Gram-negativas), hongos, virus, parasitos o incluso células cancerigenas [18-20].

1.2 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAMS)
Los PAMs son moléculas efectoras del sistema inmune innato que tienen

funciones contra gérmenes, y que poseen un amplio espectro de accion antibiética

(incluyendo
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Tabla 1. Farmacos con actividad antimicrobiana aprobados por la FDA del afio 2011 al 2016. Adaptada de [5].

Farmaco Indicacién Compaifiia (afio)
Avycaz Para complicadas infecciones intra-abdominales y del tracto urinario causadas por E. coli, K. pneumoniae, C. koseri, E. Actavis
(Ceftazidime-avibactam) aerogenes, E. cloacae, C. freundii, Proteus spp. y P. aeruginosa (Febrero, 2015)
Dalvance Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus (incluidas las cepas meticilinsensibles y resistentes a Durata Terapéutica
(dalbavancina) la Meticilina), S. pyogenes, S. agalactiae y S. anginosus (Mayo de 2014)
Metronidazol Para el tratamiento de la vaginosis bacteriana causada por bacterias anaerobias y protozoos Actavis, Inc.
1,3% Gel Vaginal (Abril 2014)
Orbactiv Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus (incluyendo cepas sensibles a la meticilina y Compaiiia “The
(Oritavancina) resistentes a la meticilina), S. pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. anginosus grupo (incluyendo S. anginosus, S. medicines”
intermedius y S. constellatus), y E. faecalis (s6lo aislamientos sensibles a la Vancomicina) (Agosto de 2014)
Sivextro Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, S. anginosus “Cubist” Farmacéutica
(Fosfato de tedizolid) (incluyendo S. anginosus, S. intermedius y S. constellatus) y E. faecalis. (Junio de 2014)
Sirturo Para las tuberculosis multirresistentes Janssen Terapéutica
(Bedaquiline) (Diciembre 2012)
Abthrax Para antrax GlaxoSmithKline
(Raxibacumab) (Diciembre 2012)
Dificid Para la diarrea por C. difficile Optimer Farmacéutica
(Fidaxomicina) (Mayo de 2011)
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hongos y virus). Los PAMs juegan un papel importante, aunque poco conocido
hasta el momento, en los procesos inflamatorios, liberacién de citoquinas,
induccion inmune, cicatrizacion, y seguramente por todas estas razones, en la

patogénesis de muchas enfermedades [20].

La clasificacion de los PAMs es dificil debido a su gran diversidad. Segun la
composicion de los aminoacidos, el tamafio y estructuras conformacionales. Los
PAMs pueden ser divididos en varias categorias, tales como: a) péptidos con
estructuras a-hélice, como Catelicidina humana; b) péptidos con estructuras de
lamina (B-estabilizadas por puentes disulfuro, tales como las Defensinas humanas;
c) péptidos con estructuras extendidas, como Indolicidina d) péptidos ricos en
glicina, como Pg-AMP1 y péptidos con estructuras de bucle, como Defensinas
ciclica [21]. En la figura 1 se muestran las principales estructuras secundarias de
los PAMs.

Figura.l Principales estructuras secundarias de los PAMS: a) Estructura a-hélice
de Lactoferrina bovina (codigo PDB: 201L); b) Estructura de lamina-B de p-Defensina humana-1
(codigo PDB: 11JV), c¢) Estructura extendida del péptido Indolicidina (cédigo PDB: 1QXQ) y d)
péptido rico en glicina Pg-AMP1

C)

\
SN

TAVARES, Leticia Stephan, et al. Antimicrobial Activity of Recombinant Pg-AMP1, a Glycine-Rich Peptide from Guava
Seeds. Peptides, 2012, vol. 37 no,2., p. 294-300.[21]

A la fecha, no se cuenta con informacion relacionada que demuestren una relacion

clara entre un grupo estructural de PAMs y su modo de accion, el grado de
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actividad o el rango de células huésped. Incluso, PAMs con estructuras muy
similares pueden tener drasticamente diferentes mecanismos de accion, asi como
células diana [22,23]. Por ejemplo los PAMs de buforin y magainina 2, presentan
una estructura similar, en el primer caso su accion se dirige al ADN y ARN;

mientras que en el segundo hacia a la membrana celular [24,25].

Aunque son moléculas de dificil clasificacion, existen ciertas propiedades
fisicoquimicas como el tamafio, la carga neta catibnica o anidnica, la
hidrofobicidad, caracter anfipatico y la solubilidad que los caracteriza. Esta
propiedades juegan un papel muy importante para su actividad antimicrobiana y

especificidad [26].

Como se menciond anteriormente, muchos factores afectan la actividad bioldgica
de los PAMs y existen algunas interacciones entre estos factores. En el disefio de
PAMs, estas propiedades deben considerarse en conjunto ya que cambiar uno de
estos parametros para obtener una modificacion deseada en un PAM puede
alterar otros parametros. Incluso un simple cambio en la secuencia primaria puede
afectar a muchos otros parametros fisicoquimicos que son a menudo vitales para

la actividad de un PAM y el tipo de células diana donde presenta su accion [27].

Por otro lado, la obtencién de PAMs a partir de microorganismos, animales o
plantas sigue siendo muy limitada. Por lo tanto, la sintesis quimica de PAMs
[28,29] y la ingenieria genética, se han convertido en importantes estrategias de
obtencion de péptidos. En consecuencia, actualmente hay mas de 3000 PAMs,
incluyendo obtenidos sintéticamente y compuestos producidos por organismos

vivos que presenta actividad bioldgica.

Una vez que se ha disefiado in silico la nueva secuencia del PAM, se debe
realizar la sintesis. Una de las metodologias mas utilizadas en la sintesis de
péptidos en fase sélida (SPFS), por sus altos rendimientos. Este mecanismo

consiste en la elongacion de una cadena peptidica anclada a un soporte sélido a

33



Estado de arte y marco de referencia

través de la adicion sucesiva de aminoacidos que se unen mediante un enlace
amida (enlace peptidico) entre el grupo carboxilo del aminoacido entrante y el
grupo amino del aminoacido previamente ligado al soporte, hasta obtener la
secuencia del péptido deseado. Los dos meétodos de sintesis peptidica
habitualmente usados son el 9-Fluorenilmetilcarboxil (fmoc) y el la ter-
Butiloxicarbonilo (t-Boc), que difieren en los reactivos y condiciones empleadas
para llevar a cabo la sintesis. EI mecanismo para la sintesis de péptidos mediante

la estrategia fmoc en fase sdlida se describe en la Figura 2 [30].

En relacion con la purificacion del PAM sintetizado, el grado de pureza se
determina usualmente mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase
reversa (RP-HPLC). Este analisis esta basado en la hidrofobicidad diferencial de
los residuos aminoacidicos, empleando gradientes de fase movil con solventes
con polaridad media como el acetonitrilo [31]. En cuanto a la caracterizacion, para
la determinacién de la masa molecular del péptido, se utiliza espectrometria de
masas (MS, por sus siglas en inglés) dada su sensibilidad, velocidad y alto grado
de especificidad molecular [32] y Dicroismo Circular (DC), técnica alternativa de
espectroscopia de absorcion electronica, que permite determinar la estructura
secundaria del péptido, existiendo actualmente métodos de deconvolucidon que

utilizan bases de datos y permite dar una estructura muy acertada [33].

Los mecanismos de la actividad antimicrobiana de los PAMs varian desde la
permeabilizacién de la membrana (Figura 3) hasta las acciones sobre un conjunto
de moléculas diana intracelulares que incluyen actividades inmunomoduladoras
(Figura 4). Los péptidos pueden destruir la estructura de la membrana bacteriana
produciendo la lisis celular, o, alternativamente, la interaccion péptido-membrana
puede conducir a la formacién de poros transitorios y transportar el péptido dentro
de la célula, poniéndolo en contacto con dianas intracelulares donde se pueden
enlazar al DNA, RNA y proteinas provocando procesos como la inhibicion de la

sintesis de la pared celular o la sintesis de proteinas, ademas pueden interferir
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con

Figura 2. Esquema de la sintesis de péptidos en fase sélida por la estrategia
Fmoc/tBu.
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Figura 3. Mecanismo de accién de los PAMs. A) modelo toroidal, B) modelo de capa,

C) modelo de ruptura por barril y D) modelo de canales agregados.

A B C D

SENGUPTA, Durba, et al. Toroidal pores formed by antimicrobial peptides show significant disorder. Biochim. Biophys. Acta,
2008, vol.1778, p. 2308—2317. [36].

Figura 4. Mecanismo de accién de los PAMs en dianas intracelulares. A)

Proceso de transcripcion, B) Proceso de traduccién, C) Plegamiento de proteinas y D) Sintesis de
la pared bacteriana
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VILA-FARRES, Xavier, GIRALT, Ernest y VILA, Jordi. Update of Peptides with Antibacterial Activity. Current medicinal
chemistry, 2012, vol. 19 no, 36., p. 6188-6198. [37]

la citocinesis bacteriana por filamentacion celular in vitro o in vivo [34; 35].
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1.3 ACTIVIDAD In Vitro DE LOS PAMS

La actividad de los PAMs es muy amplia y puede ser dividida en: (a)
antibacteriana, (b) antifangica, (c) antiparasitaria; (d) antiviral y (e)
anticancerigena. Cientos de PAMs han sido probados contra casi todas las
bacterias, virus y parasitos. La mayoria de los PAMs tienen una indiscutible
funcién frente a bacterias Gram (-) y Gram (+) y su actividad frente a bacterias
patdgenas ha sido su principal campo de aplicacion. Dado que la variedad de
péptidos evaluados es considerable, los ensayos de actividad antimicrobiana més
relevantes frente a diferentes bacterias patdgenas se describen en la tabla 2.

Adicionalmente, existen 4 péptidos que han alcanzado la fase Ill en ensayos
clinicos: la magainina MSI-78 o Pexigano, indicada en el tratamiento del impétigo y
las Ulceras derivadas de la diabetes [45]; la protegrina de cerdo IB-367 o
Iseganano, ensayada en el tratamiento de la mucosistis oral [90], la proteina
humana rBPI23 o Neuprex, para endotoxemia; y la indolicidina CP-226 u
Omiganano , utilizada para prevenir infecciones asociadas a cateterismo [46].
Finalmente, como prevencién de infecciones asociado a transplantes de médula

Osea se alcanzo fase Il con lactoferricina [47].

A pesar del amplio campo de accién de estos compuestos, la resistencia
bacteriana a algunos PAMs ha sido documentada [18]. Dos ejemplos de este tipo
son: a) la resistencia a la dermicidina desarrollada por Staphylococcus aureus, por
induccion de una proteasa especifica, y b) la disminucion de la sensibilidad a la
accion de PAMs catidnicos exhibida por algunas bacterias Gram-negativas,
lograda modificando su lipopolisacarido a través de un sistema de sensores
especifico (PhoP/PhoQ). Otro desafio para mejorar su accion antimicrobiana lo
constituye su baja estabilidad en condiciones fisiolégicas, ya que cuando se

evallan in vivo son susceptibles a degradacion por peptidasas o proteasas.
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Tabla 2. CMlI y CMB de los PAMs frente a diferentes bacterias Gram (-) y
Gram (+).

Péptido Cepa CMI AR vy
(umol/L)
Hc-CATH E. coli 2.34 2017 YU, Haining, et al. Scientific
S. dysenteria 0.59 Reports, 2017, vol. 7 no, 2600.,
P. mirabilis 4.69 p.1-18.[38]
P. aeruginosa 18.75
S. aureus 4.69
B. subtilis 75
C. albican 4.69
N1 0.5 2017 YANG, Na, et al. Scientific
N2 0.25 Reports, 2017, vol.7 no,3392.,
N3 1.0 p. 1-19. [39]
N4 1.0
N5 E. coli O157:H7 64.0
Ne 0.5
N7 2.0
N8 32
G18P Chrl E. coli (ATCC 9637) 3.0 2017 TRIPATHI, Amit Kumar, et al.
E. coli (ATCC 25922) 3.0 Scientific Reports, 2017, vol. 7
P. aeruginosa (ATCC 6.8 no, 3384., p. 1-16.[40]
BAA-427) 3.0
S. aureus (ATCC 3.0
25923) 3.0

S. aureus (ATCC
700698 MRSA)
S. aureus (ATCC
700699 MRSA)
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Tabla 2. CMlI y CMB de los PAMs frente a diferentes bacterias Gram (-) y
Gram (+).

Pépti Cepa CMI (umol/L) Afo Ref.
do
FR- E. coli (ATCC 9637) 4.5 2017 TRIPATHI,
11P E. coli (ATCC 25922) 45 Amit Kumar, et
.
P. aeruginosa (ATCC BAA-427) 6.4 &>
Biomaterialia,
S. aureus (ATCC 25923) 5.0 2017, vol. 57,
S. aureus (ATCC 700698 MRSA) 2.1 p. 170-186.[41]
S. aureus (ATCC 700699 MRSA) 1.0
Medu S. aureus 8.0 2017 GAQ, Yitian, et
sin SARM 16.0 al. Frontiers in
Microbiology,
PTla E. faecalis 32.0 CropIogy
_ 2017, vol. 8,
E. coli 128.0 0.628-637.[42]
P. aeruginosa 128.0
LPcin o >20 2017 KM, Ji-su;
Listeria innocua JOENG, Ji-Ho y
-YK3 S_ aureus >2'5 KIM, Yongae.
. >2.5 Journal
P. aeruginosa microbiology
Salmonella typhimurium >17 biotechnology,
) >35 2017, vol.27
E. coli no4.,  p.759-
767.
[43]
J-AA E. coli (ATCC 25922) 4.0 2017 UV, Beijun, etal.
.Peptides, 2017,
S. aureus (ATCC 25923) 8.0 vol. 88 0,16,
P. aeruginosa (ATCC 27857) 16.0 p-115-125.
[44]
B. subtilis (ATCC 23857) 2.0

En este sentido, la encapsulacion de los PAMs en nanoestructuras se propone en

esta tesis como una estrategia de proteccion de los péptidos frente a la
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degradacion quimica y enzimatica, ademés la encapsulacion ofrece estas otras
ventajas: puede

prevenir la agregacion y/o cambios conformacionales, aumenta la estabilidad,
solubilidad y biodisponibilidad de péptidos biologicamente activos. Tras su
administracion, mejora la eficacia y aumenta tiempo de residencia en el lugar de
aplicacion. Por otro lado, disminuye la toxicidad de los farmacos y favorece la

especificidad en este caso de los PAMs [48,49].
1.4. ENCAPSULACION DE PAMS EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS

En la blusqueda de nuevas estrategias de administracion de los medicamentos,
durante los ultimos afios se ha investigado la posibilidad de encapsular proteinas y
péptidos en nanoparticulas (NPs) tales como quitosano, gelatina, &cido poli-
lactico-co-glicdlido (PLGA) [50] y el acido poli-lactico (PLA) [51, 52] (Fig. 5), entre

otros, debido a las ventajas anteriormente mencionadas [48,49].

Figura 5. Estructura general de los polimeros de PLA y PLGA.
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RAMESAN, Mt, et al. Role of nanoparticles on polymer composites. Micro and Nano Fibrillar Composites, 2017, p.301-326.
[52]

La encapsulacion de péptidos y proteinas en nanoestructuras ha sido desarrollada
por diversos métodos incluyendo emulsificacion-polimerizacion, polimerizacion
interfacial, evaporacion por solvente, “salting out”, coacervacion, combinacion de
procesos de sonificacion y tecnologia capa a capa y particulas funcionalizadas en
la superficie, entre otras. La metodologia de sintesis depende de las propiedades

fisicoquimicas de los PAMs [53,54]. En la tabla 3 se resumen los diferentes
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estudios que se han centrado en los soportes poliméricos como transportadores

de péptidos, proteinas y farmacos utilizando varios métodos de encapsulacién.

Tabla 3.
farmacos.

Nanovehiculos para la encapsulacion de péptidos, proteinas y

Nanovehiculo

Péptido o proteina

Método de
encapsulacién

Referencia

Quitosano Insulina Gelacion lonotrépica SARMETO, et al I[55]
Ciclosporina A Gelacion lonotrépica DE C)':'\é'POtS’I est;" [56]
BSA Coacervacion vetal 57l
Gelatina Paclitaxel Desolvatacion LU, etal [58]
Didanosina Doble desolvatacion KAUR, etal[59]
, BAJPAI, et al [60]
Fosfato de Evaporacién de
Cloroquina solvente
BSA LI, etal [61]
bFGF Doble emulsion
Emulsion
PLA hGF2 Doble PATEL et al [62]
emulsién/evaporacion
de solvente ZAMBAUX, et al [63]
Proteina C Doble emulsion LEE, et al [64]
BSA Doble emulsion SHENG, et al [65]
Hemoglobina Doble emulsion
PGLA Insulina Evaporacién de KUMAR, et al [66]
Estradiol solvente SAHANA, et al [67]
Taxol Emulsién-Difusion DANHIER, et al [68]

2-Aminocromona
Timopentina

Dexametosona

Nanoprecipitacion
Evaporacién de
solvente

Método de doble
emulsion-evaporacion de
solvente
Evaporacion de solvente

LABHASETWAR, et al [69]
YIN, et al [70]

GOMEZ-GAETE, et al
[ 71]

En la figura 6 se puede apreciar un posible modelo de la formacion de

nanocapsulas o nanoesferas poliméricas usando como principio activo péptidos

sintéticos. El

farmaco puede adsorberse o0 puede encontrarse disuelto

internamente en la matriz polimérica.
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Figura 6. Posible modelo de encapsulacién de las nanoparticulas de PLGA y

PLA con péptidos bioactivos.
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GOMEZ-GAETE, Carolina, et al. Encapsulation of dexamethasone into biodegradable polymeric nanoparticles. International

Journal of Pharmacology, 2007, vol. 331, p.153-159. [71].
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Capitulo 2

DISENO, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
RESUMEN

Los PAMs son candidatos importantes para el desarrollo de nuevos antibidticos.
Se expresan por el huésped para eliminar patdgenos invasores y aumentar la
respuesta inmune [72]. Estos efectos beneficiosos de los PAMs estan
determinados por sus propiedades fisicas: poseen secuencias de cadena corta
(<50 aminoacidos), son cationicos (carga neta media +3) y tienen un contenido
hidrofébico promedio del 42% [73]. La cationicidad y la hidrofobicidad de los PAMs
constituyen elementos criticos para generar una estructura de caracter anfipatico.
De esta manera los PAMs catidnicos se dirigen hacia las membranas bacterianas
anidnicas ricas en fosfatidilgliceroles (PGs, por sus siglas en inglés) [74, 75]. Sin
embargo, cabe mencionar que hasta el momento la evaluacion de muchos PAMs
catibénicos ha fracasado en ensayos clinicos debido a varios inconvenientes que
limitan fuertemente su aplicabilidad, tales como degradacién, citotoxicidad y alto

costo de produccién [76].

Por lo tanto, para superar las limitaciones de los péptidos nativos, el disefio
racional in silico de PAMs se convierte en una estrategia prometedora que reduce
drasticamente los costos de produccién y el tiempo requerido para la evaluacion
de la actividad y la toxicidad. Entre los métodos de optimizacién que representan
una herramienta versatil y potente para el diseiio de PAMs se encuentran los
algoritmos genéticos (AG). Esta técnica de programacion es un método de
optimizacién adaptativo basado en las ideas evolutivas de la seleccién natural y
genética. Los AG siguen el principio de acercamiento adaptativo de la naturaleza

al ambiente, en el cual el proceso de la evolucion se realiza por la generacion o la
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mutacion sucesiva y solamente los individuos mas aptos sobreviven [6]. En este
método se determinan propiedades fisicoquimicas cuantificables, llamados
descriptores, de la estructura primaria de los péptidos. Por ejemplo, carga neta,
punto isoeléctrico (pl), indice de inestabilidad e hidrofobicidad, entre otras. Los

descriptores se usan para relacionar estas propiedades con la actividad biol6gica.

Ademas del disefio computacional antes mencionado, han surgido estrategias de
disefio racional basadas en el alineamiento de secuencia tomando una secuencia
de PAM como plantilla. En estudios previos [78-81] se han modificado en la
secuencia un Unico aminoé&cido, con el objetivo de identificar las posiciones y los
residuos que son importantes para la actividad antimicrobiana. Algunos péptidos
como cecropina, magainina, temporina, protegrina y lactoferricina, se han utilizado
como plantillas de PAMs [82-86]. En la mayoria de los casos, la fuente de su
actividad se ha investigado con base en que la carga y el caracter anfipatico
resultan cruciales para la actividad antimicrobiana [87]. En general, ha sido
evidente que cuando se comparan dos estudios de sustitucion de aminoacidos, los
remplazos que favorecen la actividad varian de acuerdo con la secuencia plantilla,
y las sustituciones analogas pueden tener efectos sustancialmente distintos en

diferentes posiciones de la secuencia primaria.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar nuevas secuencias de PAMs
cationicos utilizando la combinacion de herramientas computacionales in silico y
determinar la relacién que existe entre las propiedades fisicoquimicas de los
péptidos con la modificacién de algunos aminoacidos en diferentes regiones de la
secuencia. Por lo tanto, se disefiaron seis posibles péptidos con actividad
antimicrobiana, a partir del algoritmo genético denominado DEPRAMS, el cual fue
desarrollado como parte de una tesis doctoral de una estudiante vinculada al
grupo de investigacion [88]. Estos péptidos fueron denominados GIBIM-P1 a

GIBIM-P6. Posteriormente, de estas 6 secuencias disefiadas se tomaron 4 como
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plantilla para crear 12 analogos con el fin de aumentar la actividad antimicrobiana

teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas.

Posteriormente se realizo la prediccion de la estructura secundaria tedrica de los
18 PAMs catidnicos, con base en los datos PEP-FOLD 3.5. Luego fueron
sintetizados manualmente en fase sélida utilizando la metodologia Fmoc/tbu.
Finalmente, los PAMs se purificaron mediante RP-HPLC y, se caracterizaron
utilizando espectrometria de masas MALDI-TOF y DC, confirmando una estructura

secundaria a-hélice en todos los casos.
2.1. METODOLOGIA

En el esquema 1 se muestra la metodologia general para el disefio, sintesis y

caracterizacion de los PAMSs.

Péptidos antimicrobianos

Andlisis bioinformatico y
sintesis en fase sélida

Caracterizacion mediante
Cromatografia liquida,
analisis de espectrometria de
masas MALDI-TOF y DC

Esquema 1. Metodologia general de la propuesta de investigacion descrita
en el capitulo 2.
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2.1.1 Materiales

Los Fmoc-L-aminoacidos fueron adquiridos de IRIS Biotech GmbH (Germany). La
resina Rink-amida, los reactivos y disolventes organicos para la sintesis de
péptidos fueron obtenidos de Merck Novabiochem (Germany). ElI 2,2,2-
Trifluoroetanol (TFE) y el &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (ACC) fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Agua MilliQ con una resistividad de 18.3 MQ a

25°C fue usada la preparacion de todas las soluciones.

2.1.2 Disefio de péptidos

La prediccion de péptidos antibacterianos fue una estrategia de optimizacion
basada en algoritmos genéticos [89], que realiza una busqueda de péptidos
antimicrobianos con rangos establecidos de carga, hidrofobicidad, punto
isoeléctrico y el indice de inestabilidad. La Ecuacién 1 para la optimizacion esta

dada por:

min f(xpx5%x3%) = (1 —4)? + (x; —9.5)* + x% + x4
s.it. 0<x1<8; 7<x,<12; —15<x3<15; x4<40 (1)

Donde X3, X2, X3 Y X4 SON la carga, el punto isoeléctrico, la hidrofobicidad y el indice

de inestabilidad, respectivamente.

Este software fue elaborado por la Dra. Nydia Paola Ronddn en su tesis doctoral
[88].

2.1.3 Andlisis bioinformatico y selecciéon de los péptidos analogos

En este trabajo, se disefiaron 12 analogos a partir de cuatro de los péptidos
obtenidos con el algoritmo genético, mediante el uso de los resultados de la

alineacion entre los péptidos y las proteinas homologas que se encuentran en la
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base de datos NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi). Las proteinas
homélogas fueron obtenidas mediante la herramienta BLASTp [90, 91] y el
alineamiento multiple de las secuencias homologas de los péptidos se realizd

utilizando la herramienta Clustal W [92, 93].

La sintesis de los 18 péptidos con posible actividad antimicrobiana, se realizé
teniendo en cuenta que no presentaban una homologia superior al 87% con los
péptidos antimicrobianos reportados en la base de datos “Coleccion de
Secuencias y Estructuras de Péptidos Antimicrobianos”, CAMP, por sus siglas en
inglés, y que mostraban una estructura secundaria a-hélice en el modelo

computacional.

2.1.4 Sintesis de péptidos en fase sdlida y purificacion

Los péptidos se sintetizaron manualmente mediante Sintesis Quimica en Fase
Sdlida (SPSS, por sus siglas en inglés) empleando la estrategia Fmoc en bolsitas
de té de polipropileno desarrollada por Houghten (Fig. 7) [94]. Para la sintesis se
uso la resina RinK amida 4-MBHA como soporte polimérico (Malla 100-200, carga:
0,63 meq/g) y Fmoc-L-aminoacidos [95-96]. Los ciclos de desproteccién del grupo
alfa-amino (Fmoc/tbu) se llevaron a cabo por tratamiento con 20% de piperidina en
N,N-dimetilformamida (DMF) (Esquema 2). Las reacciones de acople de los
aminoécidos se realizaron con exceso molar de hexafluorofosfato de 2- (1H-
benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) y oxyma® en DMF. El reactivo
N,N- diisopropiletilamina (DIPEA) se utiliz6 como neutralizador in situ. Los pasos
de desproteccion y acoplamiento se controlaron mediante el ensayo de azul de
bromofenol al 1% p/v. La estructura quimica de los reactivos utilizados para la

sintesis se muestra en los anexos A a D.

Los péptidos se purificaron mediante columnas C-18 mediante extraccion en fase
sélida (SPE) usando columnas 500mg para 5 mg de péptido con diferentes
porcentajes de 10, 20, 30, 40% de Acetonitrilo (ACN) y analizados luego en una
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columna analitica C18 Xbridge BEH130 130A, (3.5 pm, 4.6 mm X 150 mm)
utilizando como solventes : (A) H,O con TFA 0,1% (v/v) y (B) acetonitrilo (ACN)

gue contenia TFA al 0,1% (v / v) como fase movil con el programa de

Figura 7. Etapas principales de la sintesis de péptidos Fmoc/tbu. Las bolsas que
contenian la resina fueron tratadas juntas para los pasos de lavado y desproteccién, mientras los
acoplamientos individuales fueron desarrollados en paralelo segin era necesario para las

diferentes secuencias peptidicas.
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gradiente: 5-70% 7 minutos con de B a flujo de 1 mL /min, detecciébn a una
longitud de onda (A) de 220 nm [97].

2.1.5 Caracterizaciéon de los péptidos sintéticos

La masa molar de los péptidos purificados se determind por espectrometria de
masas MALDI-TOF como se ha descrito previamente [98, 99], usando un
espectrometro de masas Bruker UltrafleXtrem en modo reflectrén y utilizando el
ACC como matriz. Los espectros obtenidos corresponden a la sumatoria de 2000
espectros individuales acumulados y la potencia del laser se ajustdo en un rango
entre 5-10% del umbral de ionizacion. El analisis de los espectros se realizé con el

programa FlexAnalysis, de Bruker.
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La estructura secundaria de los péptidos fue determinada por espectroscopia de
DC como se ha publicado preliminarmente [101, 102]. Esto se llevé a cabo en un
espectrometro de DC (J-815, Jasco Corporation, Japdén). Los péptidos se

ajustaron a una concentracion 0,2 mM con solucion al 30% (v/v) de TFE.

Resina —( Linkerl) —Z

040
30

‘0 H
N {2
Resina —ZJH/ @’> M O. - COq

Y/R

H-- H
%j > Intermediario DBF
H X
ENJ
X
NH2
Resina fz N

><

Aducto DBF

Esquema 2. Eliminacion del grupo Fmoc/tbu por aminas secundarias para la
formacion de un grupo NH; libre en la SPSS. R= cadena de aminoacidos; Y= grupo
protectores de cadena laterales; Z= O, NH; X= CH, NH y N(CH5) [100].

La elipticidad molar [0] para cada péptido se calculé mediante la Ecuacion 2:

[6] = 3298.2 Ag; (2)
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Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar de cada péptido.

La concentracion de los péptidos se determindé midiendo la absorbancia de las

soluciones a 280 nm usando la ecuacion de Lambert-Beer [102].
2.2 RESULTADOS Y DISCUSION
2.2.1 Disefio de péptidos y anélogos

Los péptidos GIBIM-P1, GIBIM-P2, GIBIM-P3, GIBIM-P4, GIBIM-P5 y GIBIM-P6
fueron disefiado por el algoritmo genético DEPRAMs y seleccionados como
plantilla para el desarrollo de 12 nuevos analogos. La estructura secundaria a-
hélice fue la herramienta de seleccion de estos péptidos, la cual fue simulada en el
servidor PEP-FOLD 3.5 (Fig. 8).

Figura 8. Simulacion de la estructura secundaria de los péptidos disefiados
usados como secuencia original. La estructura secundaria fue simulada en linea usando
el servidor de prediccion PEP-FOLD 3.5: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3.
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o

~

R = "ol e

Posteriormente, a partir del andlisis bioinformatico, se determiné que, en el disefio
de analogos, los péptidos GIBIM-P1 y GIBIM-P6 no presentaban secuencias de
proteinas homologas. No obstante, en la Tabla 4 se presenta el nUmero de acceso
de las proteinas homologas de los péptidos GIBIM-P2 a GIBIM-P5, las cuales

fueron alineadas wusando la herramienta de Clustal W (http://
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www.ebi.ec.uk/clustalw) para determinar los aminoacidos conservadas en la

secuencia.

La secuencia de los péptidos inicialmente disefiados y de sus analogos se
muestra en la Tabla 5. Las modificaciones en la secuencia de los péptidos GIBIM-
P2 a GIBIM-P5 para disefiar los analogos se realizaron con el fin de aumentar la
carga neta positiva, la hidrofobicidad y el porcentaje de probabilidad de ser un
PAM, propiedades fisicoquimicas que esta4 directamente relacionado con la
actividad antimicrobiana [103-105].

GIBIM-P2 GIBIM-P3 GIBIM-P4 GIBIM-P5
POC5X3.1 gb 8265 P14954.1 P84596.1
POC5X4.1 P82592.2 Q95VES P85054.1
POC5X2.1 P08377.1 Q06589 POC5X2.1
POCS5X5.1 P14956.1 P08376.2 P83951.2
POC5X2.1 P08375.1 P08375.1 P84274.1
P84263.1 P08376.2 P08377 ABG76543.1
P85055.1 P14954.1 GIBIM-P4 POC8T9.1
P40846.1 GIBIM-P3

ABG76289.1

ABG76543.1

CAI91310.1

Tabla 4. NUomero de acceso en el GenBank de proteinas homologas a los
péptidos GIBIM-P2 a GIBIM-P4.

La cationicidad de las PAMs representa el principal factor de contacto con la
superficie bacteriana de carga opuesta a través de interacciones electrostaticas
para facilitar su accion [106-108]. Ademas, la presencia de aminoacidos
especificos en la posicién precisa en la cadena peptidica es igualmente crucial
para la expresion de la actividad antimicrobiana. Esto sucede probablemente
debido a que los aminoacidos, poseen una gran variedad de propiedades
fisicoquimicas, cada uno con su unico grupo funcional de cadena lateral.
Adicionalmente, la asignacion de aminoacidos en la posicion precisa de la cadena

peptidica aseguraria la integridad estructural y la estabilidad de los PAMs de forma
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conservada, para garantizar la interaccion especifica con la diana. En cuanto a la
hidrofobicidad, esta caracteristica les permite a los péptidos penetrar en las
células e inducir la lisis de las membranas [109]. Ademas, un aumento en la
hidrofobicidad de la secuencia de aminoacidos de los PAMs se correlaciona con
su baja selectividad y toxicidad hacia las células mamiferas. Del mismo modo, la
estructura anfipatica de los PAMS facilita su interaccion con la membrana celular y

su posterior insercion en la matriz de los fosfolipidos [110].

Por lo anterior, en el disefio de los péptidos anélogos GIBIM-P3A6K, GIBIM-
P5T2K y GIBIM-P5S9K, los residuos de alanina (A), treonina (T) y serina (S),
respectivamente fueron reemplazados por lisina (K) para aumentar el caracter
cationico de los péptidos. En el disefio de los péptidos analogos GIBIM-P2G17I,
GIBIM-P2G17L, GIBIM-P4All, GIBIM-P4A1V y GIBIM-P4AN2F, el aminoé&cido
subrayado se cambid por isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y fenilalanina (F),
respectivamente para aumentar su hidrofobicidad. Finalmente, los péptidos GIBIM-
P2G13N, GIBIM-P3A3G, GIBIM-P3T5S y GIBIM-P5F8W, el aminoacido subrayado
fue sustituido por asparagina (N), glicina (G), Sy triptéfano (W), respectivamente
para aumentar la probabilidad de ser péptido antimicrobiano (PAP).

Los 18 PAMs disefiados, presentaron un PAP mayor al 96% e indice de
inestabilidad <40, asegurando con este parametro que los péptidos tendrian un
tiempo de vida media in vivo mayor a 16 h [111], excepto para el péptido GIBIM-
P3A6K (Tabla 5). Ademas, las caracteristicas fisicoquimicas, tales como punto
isoeléctrico (pl) y el promedio del indice de hidropatia (GRAVY, por sus siglas en
inglés) de los péptidos disefiados y sus analogos se encuentran registrados en la
Tabla 5.

Los péptidos GIBIM-P6, GIBIM-P3, GIBIM-P4 y los anélogos de estos dos ultimos
obtuvieron la mayor carga neta positiva (entre 5y 6), seguidos del péptido GIBIM-
P5 y sus analogos (carga neta entre 4 y 5). No obstante, los péptidos con el mayor
caracter hidrofébico fueron GIBIM-P2G171 y GIBIM-P2G17L con un indice de
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hidropatia de 1.18 y 1.14, respectivamente. En la figura 9, se presenta la
estructura secundaria simulada de los péptidos analogos. Por otra parte, estas

modificaciones

en las secuencias peptidicas originales no afectaron la estructura secundaria a-
hélice de los doce analogos, conservando la misma estructura de caracter

anfipética (Fig. 9 y 10).

2.2.2 Sintesis simultdnea mediante la estrategia Fmoc/tBu y caracterizacion

de los PAMSs disefiados

Los 18 péptidos se sintetizaron mediante la metodologia Fmoc/tbu en bolsitas de
té y una parte de los péptidos se marcaron con el fluorocromo de rodamina en la
region N-terminal. La secuencia y estructura quimica de los péptidos GIBIM-P1 a
GIBIM-P6 y sus analogos se encuentra en el anexo E. Luego, se purificaron por
RP-HPLC obteniéndose en todos los cromatogramas una sefial principal, sin
presencia de deleciones (Anexo F). El producto final (Fig. 11) se obtuvo con un
grado de pureza aproximadamente del 95-98%, segun el area bajo la curva
calculada, ya que no se cuentan con patrones. Ademas, se presentaron diferentes
tiempos de retencion indicando que los péptidos interactuaban de forma diferentes

con la fase estacionaria de la columna Cqg (Tabla 5).

En todos los casos fue posible confirmar la secuencia primaria de los péptidos
GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y sus analogos mediante el analisis de masas MALDI-TOF
como se muestra en el anexo G. La masa molecular tedrica y experimental de

cada péptido se encuentra registrado en la Tabla 5.
Los resultados obtenidos a partir del analisis por esta técnica sugieren que los

péptidos fueron sintetizados satisfactoriamente, ya que los datos experimentales
de
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Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos disefiados y sus analogos.

Péptido Secuencia e Ve Tr MW(Da) [M+H]®  PAP(%)? pl Ind. Inest.” GRAVY®
(min) (Da)

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH, 3 1.91 1913.10 1914.33 96.5 10.30 5.65 0.28
GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH, 3 1.91 1704.03 1706.52 99.3 10.30 -17.25 0.89
GIBIM-P2G171 GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH, 3 1.91 1760.10 1762.66 99.5 10.30 -17.25 1.18
GIBIM-P2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH, 3 1.93 1760.10 1762.74 99.5 10.30 -17.25 1.14
GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH, 3 1.92 1761.06 1764.78 99.3 10.30 -12.26 0.71
GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH, 5 1.89 1880.15 1882.95 96.7 12.02 23.13 -0.29
GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH, 5 1.90 1866.13 1869.99 96.4 12.02 13.14 0.42
GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH, 5 1.89 1866.13 1868.10 97.2 12.02 23.13 -0.29
GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH, 6 1.88 1938.19 1939.26 98.0 12.03 42.31 -0.62
GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH, 5 1.90 1811.10 1812.20 98.7 11.33 3.95 -0.37
GIBIM-P4A1l INVAATARGWLKKIGKK-NH, 5 1.89 1853.13 1853.78 99.3 11.33 3.95 -0.21
GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH, 5 1.88 1839.11 1839.86 98.9 11.33 3.95 -0.23
GIBIM-P4N2F AEVAATARGWLKKIGKK-NH, 5 1.89 1844.10 1846.91 98,5 11.33 3.95 0.00
GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH, 4 1.89 1762.04 1762.96 97.0 10.04 -4.23 0.56
GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH, 5 1.89 1789.10 1791.10 96.6 10.20 -4.23 0.37
GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH, 5 1.90 1803.11 1804.19 96.0 10.20 -18.06 0.38
GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH, 4 1.90 1801.05 1802.24 97.0 10.04 9.70 0.35
GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH, 5 1.89 1853.13 1855.43 98.5 11.33 -1.04 -0.212

‘Porcentaje de probabilidad de ser un péptido antimicrobiano
®indice de inestabilidad
¢ Promedio del indice de Hidropatia
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Figura 9. Estructura secundaria simulada de los péptidos analogos. A) Anélogos de GIBIM-P2 y B) Analogos
de GIBIM-P3. Los residuos hidrofébicos se muestran en rojo y los hidrofilicos en azul. La estructura secundaria fue simulada en linea
usando el servidor de prediccion PEP-FOLD 3.1: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3

A
GIBIM-P2G17L: GFLGKGLFSVVKGVLKL GIBIM-P2G13N: GFLGKGLFSVVKNVLKG

GIBIM-P2G171: GFLGKGLFSVVKGVLK]

GIBIM-P3A6K: ATKKCGLWSILKGVGKI

i
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)
2
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.4

3

55


http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3

Diseno, sintesis y
caracterizacion de péptidos antimicrobianos

Figura 10. Estructura secundaria simulada de los péptidos anélogos. A) Analogos de GIBIM-P4 y B)

Anélogos de GIBIM-P5. Los residuos hidrofébicos se muestran en rojo y los hidrofilicos en azul. La estructura secundaria fue
simulada en linea usando el servidor de prediccion PEP-FOLD 3.1: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-

FOLD3

A
GIBIM-P4A1l: INVAATARGWLKKIGKK GIBIM-P4A1V: VNVAATARGWLKKIGKK  GIBIM-P4AN2F: AEVAATARGWLKKIGKK

GIBIM-P5S9K: ATKKCGLFKILKGVGKI GIBIM-P5F8W: ATKKCGLFKILKGVGKI
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Figura 11. Péptidos sintéticos obtenidos por la metologia F-moc.

m/z (unidades de masa) para cada uno fueron acordes con sus respectivas masas

moleculares obtenidas tedricamente.

Por otro lado, la proyeccion de la rueda helicoidal de Schiffer-Edmundson fue
determinada para cada péptido como se muestra en las figuras 12 y 13

(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi), en donde el residuo mas hidrofébico

es verde, y la cantidad de verde disminuye proporcionalmente a la hidrofobicidad,
con cero de hidrofobicidad codificada como amarillo. Los residuos cargados
positivamente son de color gris y los residuos hidréfilos estan codificados en
naranja. El diagrama revela una conformacién de caracter anfipatico para los
péptidos, mostrando que todos los residuos de aminoacidos hidréfilos de estos
compuestos estan situados en un lado, mientras que los residuos de aminoacidos

hidrofobos estan en el otro lado de la hélice.

Ademas, con relaciobn a la estructura secundaria de los péptidos sintéticos y
analogos, se determind el espectro de DCen condiciones simuladas de
membrana en presencia de TFE/H,O a una concentracion de 30 %v/v. Los

péptidos adoptaron

57


http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi

Diseno, sintesis y caracterizacion de péptidos antimicrobianos

Figura 12. Proyecciones de rueda helicoidal de los péptidos GIBIM-P1 A GIBIM-
P4A1V. Por defecto, se presenta los residuos hidréfilos como circulos, residuos hidréfobos como
rombos, potencialmente cargados negativamente como triangulos y potencialmente con cargas
positivas como pentagonos.
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Figura 13. Proyecciones de rueda helicoidal de los péptidos GIBIM-P4N2F a GIBIM-
P6. Por defecto, se presenta los residuos hidréfilos como circulos, residuos hidréfobos como
rombos, potencialmente cargados negativamente como triangulos y potencialmente con cargas
positivas como pentagonos.

una estructura a-hélice, exhibiendo un minimo de dos bandas negativas a 205 y
215 nm, lo que indica que adoptan una estructura a-hélice bien definida como se
ha registrado en investigaciones previas [112-114]. Como ejemplo se presentan
en las figuras 14 y 15 los espectros de DC de los péptidos disefiados y analogos
de GIBIM-P2, respectivamente. La estructura secundaria se ha establecido como

un prerrequisito para la actividad antimicrobiana [112,113].

En la tabla 6 se observa que todos los péptidos tuvieron un porcentaje helicoidal
mayor al 2.4%, siendo el andlogo GIBIM-P2G17L con menor estructura helicoidal.
Mientras que el péptido GIBIM-P3 exhibié la mayor estructura helicoidal, la cual
fue tomada como referencia (100%). Estos resultados indicaron que la cara
hidréfoba no disruptiva a lo largo de la cara no polar del péptido estabiliza la

estructura helicoidal
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Figura 14. Espectros de DC de los péptidos disefiados. Los valores de tres scans se
promediaron por muestra, y las concentraciones de péptido se fijaron a 150 uM.

30% TFE
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e GIBIM-P2
- GIBIM-P3
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GIBIM-PS
GIBIM-PS
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Figura 15. Espectros de DC de los péptidos analogos a GIBIM-P2. Los valores de tres
scans se promediaron por muestra, y las concentraciones de péptido se fijaron a 150 uM.
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Tabla 6. Datos del DC dicroismo circular de los péptidos.

Péptido [0].25 % Hélice
GIBIM-P1 -5584.01 4.3
GIBIM-P2 -6078.55 4.6

GIBIM-P2G17I -11985.6 9.2
GIBIM-P2G17L -3162.54 2.4
GIBIM-P2G13N -5916.88 4.5
GIBIM-P3 -130804 100.0
GIBIM-P3A3G -85721.2 65.5
GIBIM-P3T5S -5493.67 4.2
GIBIM-P3A6K -8515.4 6.5
GIBIM-P4 -5253.31 4.0
GIBIM-P4A1l -4241.47 3.2
GIBIM-P4A1V -82558.7 63.1
GIBIM-P4N2F -40880.2 31.3
GIBIM-P5 -85015.5 65.0
GIBIM-P5T2K -34259.1 26.2
GIBIM-P5S9K -23084 17.6
GIBIM-P5F8W -19221.3 14.7
GIBIM-P6 -44706.5 34.2

*La elipticidad residual media [0].2> (deg.cmz.mol'l) a una longitud de onda de 222 nm fue medida a
25 °C.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS PEPTIDOS GIBIM-P1 A
GIBIM-P6 Y ANALOGOS

RESUMEN

Los PAMs constituyen agentes terapéuticos muy interesantes frente a
enfermedades infecciosas, debido a su amplio espectro de actividad
antimicrobiana, baja tendencia a desarrollar resistencia, rapida eliminacion de
patdgenos, una variedad de mecanismos de accion y sinergismo con antibioticos
clasicos [115-117].

Se han desarrollado diferentes estudios basados en la busqueda de nuevos
péptidos con propiedades mejoradas que incluyen actividad, en muchos casos la
estabilidad y biodisponibilidad [118—-120]. Un ejemplo de ellos es el PAM MSI-78,
desarrollado a partir de la magainina-2, producido por “Genaera Corporation”, con
accion antibacteriana mejorada, incluso contra bacterias multirresistentes [121].
Por ejemplo, la actividad del péptido hLF1-11 (GRRRRSVQWCA), derivado de la
lactoferrina (LF) humana, mejor6é su actvidad en relacion con la LF entre tres a
seis veces, si frente a SARM, Acinetobacter baumannii multirresistente (AbMDR) y
Candida albicans invasiva resistente a fluconazol. El potente efecto antimicrobiano
de LF1-11 se atribuye a las dos primeras argininas en la regiéon N-terminal de la LF
humana [122]. Asimismo, tres péptidos analogos derivados de lactoferrampina
(LFampin) mostraron una actividad mejorada con respecto a la secuencia original,

frente a E. coli O157:H7 enterohemorragica [123]. La optimizacion del PAM pudo
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conseguirse, realizando una sola sustitucion de W por T en la posicion 9 de la
secuencia del péptido con cardcter anfipatico RI16 en la cara hidrofoba,
aumentando actividad antimicrobiana frente a P. aeruginosa [124].

Por otro lado, los PAMs son también excelentes candidatos para el disefio de
nuevos agentes antiprotozoarios [125, 126]. Sin embargo, esta posibilidad no ha
sido plenamente investigada o explotada. Las razones de la falta de investigacion
en esta area pueden atribuirse, en parte, al hecho de que muchas infecciones
parasitarias son mas prevalentes en los paises en via desarrollo y que la
basqueda de nuevos agentes antiparasitarios es considerada como una prioridad
relativamente baja por las compafiias farmacéuticas. Sin embargo, los PAMs
poseen varios atributos atractivos como agentes potenciales antileishmaniales,
incluyendo la falta de toxicidad hacia las células de mamifero en concentraciones

requeridas para matar parasitos de Leishmania.

Ademas, algunos estudios indican que los PAMs ejercen su actividad
antileishmanial a través de una interrupciéon de las membranas biologicas, un
mecanismo que es considerablemente diferente de los utilizados por los otros
medicamentos disponibles. Este nuevo mecanismo de accién puede proporcionar
agentes antileishmaniales basados en PAMs con la capacidad de superar la
resistencia observada con los farmacos existentes, permitiendo asi su uso

potencial en terapias de combinacion [127].

En el presente capitulo se presentan los resultados relacionados con la evaluacion
de la actividad antibacteriana de los péptidos disefiados GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y
sus analogos, frente a E. coli O157: H7, SARM y P. aeruginosa. Asimismo, se
evaluo la actividad antiparasitaria de los PAMs frente a Leishmania y la actividad
hemolitica frente a eritrocitos de carnero. Ademas, se estudio la estabilidad de los

péptidos mas activos frente a las enzimas proteoliticas y sales presentes en suero
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fisiolégico. Adicionalmente, se determind permeabilizacion de la membrana
bacteriana y parasitaria frente a los péptidos mas activos, mediante el ensayo de
absorcion de Sytox Green. También, se observo la distribucion celular del péptido
GIBIM-P5S9K en las cepas patdgenas mediante microscopia de fluorescencia.
Por lo anterior, se determin6 que algunos péptidos analogos y disefiados pueden

ser considerados como candidatos a agentes antimicrobianos.
3.1 METODOLOGIA

En el Esquema 3 se muestra la metodologia general que se llevo a cabo para

determinar la actividad antimicrobiana de los péptidos disefiados.

Actividad biologica
de los PAMs

S

Actividad ivi
. A Actividad
antibacteriana antiparasitaria

N NI

0 Determinacion O Evaluacionde la ) (o Estudio de la O Determinacion O Estudic de la| | Q Determnacion
de la CMI vy cilotoxicidad - de distribucion delaEC pemeabllizacion de la
CMB. los PAMs en celular de los Coo 4 de la membrana citotoxicidad

0 Efecto de la eritrocitos ¥ PAMs mediante s parasitaria. de los PAMs
concentracon lineas celulares. microscopia de en macrlagos
de sales sobre 4 Determinacion fluorescencia pertoneaes
ia sctividad de de la estabidad
los PAMSs de los PAMs en

suero humano

Esquema 3. Metodologia general de la propuesta de investigacion descrita

en el capitulo 3.

3.1.1. Materiales y reactivos
Las tres cepas bacterianas E. coli O157: H7, P. aeruginosa y SARM fueron donadas por
la Escuela de Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana. La linea celular de tipo

epitelial de carcinoma de pulmén humano A549 y HepG2 fue donada por el "Laboratorio
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de oxidacion de cultivos celulares y biolégicos" de la Universidad Federal de Rio de
Janeiro (Brasil). Los parasitos promastigotes de Leishmania donovani (L. donovani) y
amastigotes de Leishmania pifanoi fueron donados por el Dr. Luis Rivas del Centro
de Investigaciones bioldgicas (CSIC, Madrid, Espafia).

Los medios de cultivo Muller Hilton (MH), infusiébn de cerebro y corazén (BHI) y Luria
Bertani (LB) fueron adquiridos de Oxoid (Basingstoke, Inglaterra). El medio M199 fue
adquirido de GIBCO (Invitrogen, CA). Los reactivos de Lisostafina, Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), Dimetilsulfoxido (DMSQO) y Triton
X-100 fueron adquiridos de Sigma (Sigma, ST Louis, MO). El antibiotico de
Ofloxacina fue adquirido de Merck (Darmstadt, Alemania). Los péptidos fueron

disueltos en solucion tampdn fosfato (1 mM, pH=7.2)

3.1.2. Determinacién de la actividad antibacteriana de los PAMs

El método de microdilucion para la estimacion de los valores de CMI se realizé en placas
multipocillo de ELISA de acuerdo con los protocolos publicados por otros autores con

algunas modificaciones [123].

Inicialmente, se prepardé un preinéculo de SARM en caldo MH y de las cepas gram-
negativas, E. coli O157:H7 y P. aeruginosa, en LB agitando el caldo bacteriano a una
velocidad de 200 rpm a 37°C durante 14h. Posteriormente, se hizo el seguimiento de la
cinética de crecimiento empleando el preinéculo bacteriano en microplacas tipo ELISA
que previamente contenian los PAMs disefiados y analogos a diferentes concentraciones
(entre 0.5 y 80 pM) a 37°C con una agitacion de 200rpm durante 8h. Las medidas de
absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro lector de microplaca ELISA (Biorad,
imarck) a 595 nm. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se defini6 como la menor
concentracion de péptido que produce una inhibicién en el crecimiento de la bacteria. Los

valores de CMlgg corresponden a las dosis que inhiben el 99% de crecimiento bacteriano.

Posterior a la determinacion de la CMI, se establecié la CMB. Se utilizaron los cultivos de

SARM que fueron inhibidos por los péptidos durante la determinacion de CMI. Se tomaron
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muestras de estos cultivos y se inocularon en el caldo de cultivo Infusion de cerebro-

corazon (BHI) en tubos Eppendorf a 37°C durante 24 horas.

A continuacion, se tom6 una alicuota de cada tubo y se realiz0 la 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 concentracién donde el 100% del crecimiento bacteriano fue
inhibido completamente en comparacion con el control positivo (sin tratamiento con

péptido). Todos los ensayos se realizaron independientemente por triplicado.

3.1.3. Evaluacion de las sales sobre la actividad antibacteriana de los PAMs

Para evaluar la susceptibilidad salina de los péptidos mas activos, se determiné la
actividad antimicrobiana en presencia de diferentes concentraciones de sales que se
encuentran presentes en el suero fisiologico: NaCl 150 mM, KCI 4,5 mM y 1mM de MgCl,
[124]. Una solucién a una concentracion inicial de 200 mM de cada sal se esterilizo y se
llevé a la concentracion final fisiologica deseada para el ensayo a un volumen de 200 pL
en cada pocillo de la microplaca. La determinacion de la CMI se llevé a cabo como se ha
descrito en el apartado 3.1.2. Todos los ensayos se realizaron independientemente

por triplicado.

3.1.4. Determinaciéon de la CMI del enantibmero D-GIBIM-P5F8W

Por otro lado, con el fin de comprobar si la quiralidad del péptido GIBIM-P5F8W tiene un
papel fundamental en la actividad antimicrobiana, su enantiomero D-GIBIM-P5F8W fue
sintetizado y donado por el grupo del Grupo de Investigacion de Quimica Combinatoria
para el Desarrollo de Nuevos Compuestos dirigido por el Dr. Fernando Albericio
(Barcelona, Espafia). El enantimero D-aminoacido fue caracterizado estructural (Anexo
H) y funcionalmente determinando la actividad de la misma forma como se realiz6 con el

enantiomero L [128]. Todos los ensayos se realizaron independientemente por

triplicado.
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3.1.5 Determinacion del grado de hembdlisis de los PAMs en eritrocitos de carnero
La actividad hemolitica de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y sus anélogos se
determiné midiendo la hemdlisis en eritrocitos carnero inducida por estos compuestos,
como se ha realizado en previos estudios [129]. Como control positivo se utilizd una
suspension que contenia los eritrocitos y Triton X-100 al 1%. Esta combinacién produce el
100% de hemodlisis.

El porcentaje de hemodlisis se calcul6 usando la siguiente ecuacion 3:

Hemolisis (%) = (As-A0)/(A100-Ao) x100% (3), donde As es la absorbancia de la muestra,
A100 es la absorbancia de los eritrocitos lisados completamente en 0,1% Tritén X-100 y
A, es la absorbancia en ausencia completa de hemodlisis. Todos los ensayos se

realizaron independientemente por triplicado.

3.1.6 Determinacion de la citotoxicidad in vitro de los PAMs

La citotoxicidad de los péptidos con mayor actividad antimicrobiana se determiné
in vitro, de acuerdo con el método publicado por Fernandez-Reyes, Nakhjavani y
col. [129, 130]. Para el ensayo se cultivo una linea celular de carcinoma de pulmoén
humano A549 y HepG2 en medio Eagle Modificado (EMEM) suplementado con
Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%. Se colocaron 7500 células/pocillo en
microplacas de 96 pocillos en un volumen final de 0,2 mL en medio; después se
incubaron en una atmésfera humidificada de CO, al 5% a 37°C, durante 24 h. La
viabilidad celular se determindé midiendo absorbancia a 550nm en un lector de
microplacas (Thermo). El control positivo de lisis celular se realizdé con Triton X-
100 al 0,1%, el cual ocasioné una lisis del 100%. Todos los ensayos se realizaron

independientemente por triplicado.

3.1.7 Determinacion de la estabilidad de los PAMs GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en
suero humano

Se determind la estabilidad de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en suero
humano de acuerdo con lo descrito por Nguyen, Kim y col.,[131, 132] con algunas

modificaciones. Brevemente, se prepard una suspension que contenia los PAMs a
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una concentracion final de 100 yM y suero humano deslipidado al 10%, y se
incubd a 37°C durante 360 min. A continuacion, se tomaron alicuotas de 500ul de
estas soluciones en diferentes momentos y se centrifugaron en ultrafiltros Amicon
de 3kDa para separar el suero y el péptido. Los péptidos se cuantificaron usando

RP-HPLC. Todos los ensayos se realizaron independientemente por triplicado.

3.1.8 Estudio de la distribuciéon celular del péptido GIBIM-P5S9K mediante
microscopia confocal de fluorescencia

Las cepas de E. coli O157: H7, P. aeuroginosa y SARM fueron incubadas en la
presencia del péptido GIBIM-P5S9K marcados con Rodamina en un microscopio
confocal de barrido laser Leica TCS SP5 Il (Berlin, Alemania) para determinar la
distribucion celular de estos compuestos. Alicuotas de cultivos bacterianos en la
fase logaritmica media se centrifugaron (2500 g x 5 min) y se resuspendieron en la
presencia de los péptidos marcados con Rodamina en tampoén salino isotonico
(PBS) durante 1.5 horas. Las células bacterianas fueron marcadas con el
fluorocromo de TO-PRO®-3. La fluorescencia se observd usando los filtros
apropiados. Las imagenes fueron analizadas el software por Leica Aplicacion Suite
fluorescencia avanzada (LAS AF) en un formato de 512x512 pixeles [133].

Por otro lado, con el fin de evidenciar el amplio espectro de actividad de los
péptidos, éstos fueron evaluados en parasitos amastigotes de Leishmania pifanoi
y promastigostes de Leishmania donovani para determinar si también presentaban
actividad antiparasitaria. La seccion experimental que se presenta a continuacion
fue desarrollada en el grupo de investigacion de péptidos antibiéticos eucaribticos
adscritos al Centro de investigaciones Bioldgicas, el cual esta dirigido por el Dr.
Luis Ignacio Rivas LOpez y se encuentra ubicado en la ciudad de Madrid, Espafia.

3.1.9 Determinacién de la actividad antiparasitaria de los PAMs

La metodologia para determinacién de la actividad antiparasitaria, fue la descrita

por Silva y col.,[134]. Los parasitos ensayados fueron Leishmania donovani y
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Leishmania pifanoi, a una densidad de 2x 107 parasitos/mL en una solucién salina
de Hanks (137 mM NacCl, 5.3 mM KCI, 0.4 mM KH,POg4, 4.2 mM NaHCO; y 0.4
mM Nap,HPO,, pH = 7.2) suplementada con p-glucosa 10 mM. La actividad del
péptido GIBIM-P1, GIBIM-P6 y analogos se determind a una concentracion de 25 uM
mediante la inhibicion de la reduccion del MTT a corto plazo (4h) y bajo
condiciones de proliferacion (72h). La ECso se defini6 como la concentracion
efectiva de péptido que causa el 50% de inhibicién de la reduccion de MTT a 4 h
de incubacion y el LCso determind como la concentracion de péptido que causa
50% de inhibicion en la proliferacion de Leishmania. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado y en condiciones de esterilidad.

3.1.10 Evaluacién de la permeacion de la membrana bacteriana y parasitaria
causada por los PAMs

Se utilizé la sonda verde fluorescente SYTOX para determinar la permeabilizacion de la
membrana bacteriana y parasitaria como se ha publicado previamente [129, 135]. Para
esto, se transfirieron alicuotas de 100 ul del cultivo bacteriano (1 x 10° UFC/ml) y de la
suspension celular (2 x 107 parasitos/mL) con SYTOX verde 1 uM en Hanks + glucosa a
una placa negra de 96 pocillos y se incubaron a la temperatura necesaria para el
crecimiento de cada microrganismo. La fluorescencia se midié en un espectrofluorémetro
Polarstar Galaxy (Aexc = 504 nm, Aem = 523 nm). Una vez alcanzada la fluorescencia
basal, se afiadieron los péptidos a una concentracién de 25 yuM a estos pocillos y la
fluorescencia se monitored durante 40 min. La permeabilizacion maxima (100%) de
bacterias patdgenas gram-negativas, SARM y los parasitos se obtuvo mediante la adicion
de 4 uM del péptido CAME(1-8) M (118) méas 0,1% de Triton X-100, Lisostafina (0,07
pMg/uL  de concentracion final) mas 0,1% de TX-100 y Triton X-100 al 0.1%,

respetivamente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.1.11 Determinacion de la citotoxicidad de los péptidos en macrofagos
peritoneales
Los macréfagos fueron obtenidos del peritoneo de ratones BALB/c sacrificados por

dislocacion cervical, que fueron manipulados en todo momento bajo condiciones
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de esterilidad. Los macréfagos peritoneales BALB/c se resuspendieron a una
densidad final de 106 células/mL en medio de cultivo desprovisto de rojo fenol. Se
sembraron luego en una microplaca de cultivo de 96 pocillos (100 pl/pocillo) y se
incubaron con los péptidos mas activos a diferentes concentraciones durante 4 h A
37 °C. La citotoxicidad se evalu6 utilizando el ensayo colorimétrico de reduccién
de MTT y se expres6 como el porcentaje del valor obtenido para las células de
control [136].

3.1.12 Andlisis estadistico

Los datos experimentales se representan como media + desviacion estandar. Las
diferencias entre los grupos se examinaron con analisis unidireccional de la
varianza utilizando el sistema SPSS 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se
consideré que p<0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa.

3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Actividad antibacteriana

Los péptidos catidnicos disefiados inhibieron el crecimiento de la bacteria Gram-
positiva MRSA y de las bacterias Gram-negativas E. coli 0157: H7 y P. aeruginosa
de una manera dosis dependiente de la concentracion (Tabla 7). En general, al
menos once de los 18 péptidos evaluados mostraron ser activos frente a las cepas
patdgenas a una concentracion igual o inferior a 100 uM. En todos los ensayos de
actividad antibacteriana la ofloxacina fue usada como control positivo ya que es un
farmaco de amplio espectro usado frente a bacterias Gram-positivas como Gram-

negativas.

El péptido disefiado a partir del algoritmo genético con mayor actividad
antibacteriana frente a las cepas evaluadas fue GIBIM-P6, con un CMlgg de 5.0 uM
frente a E. coli O157: H7, y 10 uM contra SARM y P. aeruginosa. En segundo
lugar, los tres PAMs GIBIM-P4, GIBIM-P3 y GIBIM-P5 presentaron una CMlgg de
50 uM frente a E. coli O157: H7, 25 pM frente a SARM y 10 uM frente a P.

70



Evaluacion de la actividad biologica de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y
analogos

aeruginosa, respectivamente. Con el disefio de los PAMs analogos estos valores
resultaron aun mejores. Por ejemplo, los PAMs anélogos GIBIM-P5F8W y GIBIM-
P5S9K, con una CMlg de 5.0 y 25 uyM frente a S. aureus, respectivamente; 50 y
100 pM frente a E. coli O157: H7 y mas interesante aun 10 pM frente a P.
aeruginosa. Los analogos antes comentados, se disefiaron a partir de la
sustitucion de un aminoacido de la secuencia del péptido GIBIM-P5, con lo cual se

logré aumentar hidrofobicidad (cambiando F por W) y carga (cambiando S por K).

Por el contrario, algunas modificaciones fueron desfavorables y disminuyeron la
actividad de los anélogos con respecto al péptido tomado como referencia. Un
ejemplo es el analogo GIBIM-P2G17L que presentd una menor actividad
comparada con el péptido GIBIM-P2, esto debido a que la CMlg del analogo fue
mayor a 100 pM. Los resultados indican que las sustituciones en la region C-
terminal no producen efecto sobre la hidrofobicidad y por lo tanto no afectan la
actividad antimicrobiana. Sin embargo, otros estudios han demostrado que este

tipo de sustituciones pueden afectar la estabilidad del PAM [137].

Por otro lado, la actividad de los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P4
presentaron importantes valores de CMlgg de 50 uM y 25 uM frente a E. coli
0157:H7 y SARM, respectivamente. Cabe resaltar que todos los PAMs disefiados
y sintetizados se encontraban en la region C-terminal amidados, con el fin de
neutralizar la carga negativa creada por el grupo acido COOH C-terminal. Esta
modificaciobn se afiade para evitar la degradacion enzimética, favorecer la
imitacion de proteinas nativas y en algunos casos, evitar la union del extremo C-
terminal de los péptidos con iones hidrégeno u otros grupos reactivos, que podrian

ocasionar interferencia en los ensayos [138].

Los PAMs son moléculas altamente especificas, por este motivo pueden
interactuar de forma diferente con las bacterias patégenas afectando la actividad.

Por ejemplo,
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y anéalogos.

P. aeruginosa  Hemdlisis Toxicidad en
E. coli O157:H7 (uM) SARM (M)
Péptido Secuencia (UM) (UM) macrofagos (UM)
MICgg MBC MICgg MBC MICgg MBC HCso ECs
GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH, 50 >100 25 >100 >100 >100 >50 10.0
GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH; 100 >100 75 >100 >100 >100 >50 e
GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLK]|-NH, 50 >100 75 >100 >100 >100 >50 e
GIBIM-P2G17L  GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH, >100 >100 50 100 >100 >100 >50 4.0
GIBIM-P2G13N  GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH, 100 >100 100 >100 100 >100 >50 8.0
GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH, 50 100 25 75 >100 >100 > 50 >25
GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH, 75 >100 100 >100 50 >100 >50 e
GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH, 100 >100 75 >100 75 >100 >50 e
GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH, 75 100 >100 >100 100 >100 >50 e
GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH, 50 75 50 75 100 >100 >50 -
GIBIM-P4A1l INVAATARGWLKKIGKK-NH, >100 >100 50 100 25 >100 >50 -
GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH, 50 >100 75 >100 25 >100 >50 -
GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH, 75 >100 100 >100 50 >100 >50 -
GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH, 100 >100 100 >100 10 >100 >50 -
GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH, 50 >100 75 100 25 >100 >50 e
GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH, 10 50 25 75 10 >100 >50 4.0
GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH, 0,5 10 5.0 50 10 75 >50 25
GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH, 5.0 25 10 25 10 >100 >50 13.0
Ofloxacina 8.8 >8.8 3.6 >5.5 2.8 55 - e

Los datos que se muestran son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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si comparamos la actividad de los PAMs (Tabla 7) frente a las dos cepas gram-
negativas, P. aeruginosa y E. coli O157:H7, podemos observar que presentan un
mayor efecto sobre esta Ultima cepa. Esto puede ser debido a que P. aeruginosa
posee una permeabilidad de membrana externa extremadamente escasa,
haciendo que las bombas de eflujo sea un mecanismo de defensa contra estas
moléculas [139].

Los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P5S9K presentaron alta actividad
antibacteriana contra MRSA, alcanzando valores comparables a los de otros
péptidos ciclicos anfifilicos y sus anélogos, que han sido disefiados contra
patdgenos multirresistentes; especificamente, el péptido ciclico [R4W4], el PAM
mas potente contra SARM descrito hasta la fecha con una CMlgy de 2,67 ug/mL
[140].

Asimismo, se demostrd la capacidad de la estrategia propuesta para disefiar y
optimizar péptidos; el GIBIM-P5S9K aumentd diez veces la actividad
antimicrobiana comparada con el péptido de original GIBIM-P5 contra E. coli y
cuatro veces contra el MRSA y fue mas eficiente que el GIBIM-P5T2K frente a
estas bacterias. Las modificaciones en GIBIM-P5T2K y en GIBIM-P5S9K se
hicieron en la cara hidréfoba de la hélice a. En ambos casos el reemplazo fue
similar, Thr y Ser fueron cambiados por Lys. Los resultados sugieren que el
aumento de la actividad antimicrobiana no se debe exclusivamente al aumento de
la carga positiva global del péptido, sino a la distribucion de cargas positivas a lo
largo de la estructura del péptido. De hecho, GIBIM-P3A6K (con la carga neta
positiva mas alta (+6)) no aumentd su actividad en comparacién con GIBIM-P3 a
pesar de que el efecto electrostéatico entre el péptido y la membrana bacteriana es
impulsado por las interacciones ionicas entre los grupos cationicos del péptido y la
cabeza anidnica de los fosfolipidos como se ha publicado previamente [141]. Esto
es muy importante teniendo en cuenta que tanto las bacterias Gram-positivas

como las Gram-negativas, desarrollan diferentes estrategias para generar
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resistencia a los PAMs, aunque tienen estructuras celulares envolventes distintas
[142].

Los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P4N2F, presentaron menor actividad que
otros péptidos de composicion similar [124], posiblemente porque la ubicacién de
los residuos de Trp en la secuencia no permite la interaccion 1-catién, con una
estabilizacion concomitante de los anillos indoles aromaticos y una mayor
actividad antibacteriana[143—-145]. Ademas, la presencia del anillo aromatico indol
podria producir una despolarizacién de la membrana bacteriana por la presencia
de este sistema de conjugacion.

En el caso de GIBIM-P5F8W tiene un porcentaje de homologia del 92% en 11
aminoacidos con el péptido antimicrobiano anfibio escuelentin [146]. Este péptido
potenci6 su actividad 220 veces comparado con el péptido inicial GIBIM-P5 frente
a E. coli O157:H7 (MICg=0.5 pM) y SARM (MICgy=5.0 uM), respectivamente
(Figura 19 y 20). La sustitucion del aminoacido de Trp en una de las regiones
hidrofobas (Tabla 7) juega un papel crucial en el aumento de la actividad y ha sido
estudiada por otros autores [147-148]. Este resultado implica la importancia
particular del amino&cido de Trp en la region media de la secuencia peptidica, que
demuestran que este residuo no solo se divide mas favorablemente en la interfase
de membrana, sino que también es mas hidréfobo y tiene una mayor afinidad por
fases hidrofébicas voluminosas que otros residuos aromaticos [149].

Otro PAM muy activo fue GIBIM-P6, que exhibié actividad frente a E. coli O15.H7
con un CMlg de 5,0uM. Asimismo, frente SARM y P. aeruginosa presenté
actividad con un CMlIgg de 10 puM para ambas cepas. Sin embargo, este
compuesto se oxidaba facilmente a temperatura ambiente y su manipulacion a

nivel experimental era muy complicado.

En este contexto, combinando un método que utiliza un modelo computacional

para correlacionar las propiedades fisicoquimicas de un péptido y un disefio
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racional identificando los amino&cidos conservados se obtuvieron 6 péptidos con
la mejor actividad antimicrobiana; cuatro péptidos disefiados (GIBIM-P3, GIBIM-
P4, GIBIM-P5 y GIBIM-P6) y dos péptidos analogos (GIBIM-P5S9K y GIBIM-
P5F8W), siendo los dos ultimos candidatos, los que exhibian mayor actividad.
Cabe destacar que algunos de los péptidos disefiados presentaron actividad
antibacteriana comparable o superior a los péptidos como Cecropin B, Cecropin
P1 y Hepcidin [150, 151].Adicionalmente, el péptido GIBIM-P5S9K tiene un 92%
de homologia en 10 aminoacidos con el péptido antimicrobiano anfibio esculentina
(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2n6m). Esto significa que de alguna manera,
el algoritmo puede imitar la evolucidon impulsada por la naturaleza en algunos
PAMSs.

En cuanto a la CMB, solo el péptido GIBIM-P5F8W fue bactericida contra P.
aeruginosa y por lo menos seis de los dieciocho péptidos present6é dicho efecto
frente a E. coli 0157:H7 y SARM.

Por otra parte, uno de los multiples obstaculos para la implementacion del uso de
PAMs en clinica, es el la reduccion del potencial antibacteriano del péptido cuando
se encuentra en presencia de sales fisioldgicas [124, 152]. Por lo tanto, se
determiné que la actividad antimicrobiana de los péptidosGIBIM-P5S9K y GIBIM-
P5F8W en presencia de sales a las concentraciones fisiolégicas. Como vemos en
la Tabla 8 los péptidos presentaron el mismo efecto antibacteriano independiente
de la sal. Sin embargo, los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W disminuyeron
su actividad frente a la cepa bacteriana de E. coli O157:H7 en presencia de la sal
de magnesio (MgCl,) a una concentracion de 1mM. Estudios previos [152] han
mostrado que la union del péptido-lipido es mas fuerte a concentraciones mas
bajas de sal. Los péptidos alteran los lipidos, pero este efecto disminuye a medida
gue aumenta la concentracién de sal. Ademas, es probable que los residuos
cationicos de los péptidos compitan con los cationes mono y divalentes de las
sales para los mismos sitios de unidn en la region de la cabeza hidrofobica del

lipido y por esta razon disminuyan su actividad.
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Tabla 8. Actividad antibacteriana de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en

presencia de sales

Péptidos E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa
Control Na™ K™ wMg™ Control Na™ K" Mg? Control Na™ K™ wMg®

GIBIM- 10 10 10 125 25 25 25 25 10 10 10 10

P5S9K

GIBIM- 0.5 05 05 50 5.0 50 50 50 10 10 10 10

P5F8W

Por otro lado, con el objetivo de estudiar el mecanismo de union del péptido
GIBIM-P5F8W a la membrana la actividad antimicrobiana del enantiomero D del
péptido se comparé con la de su enantidmero L frente a las cepas patdgenas de
E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa. Esto se debe a que como se ha publicado
previamente [150] la quiralidad de la membrana celular requeriria una quiralidad
peptidica especifica para que estas moléculas sean activas, pero si la actividad de
los enantiomeros D y L son similares sugiere que el mecanismo antimicrobiano de
estas moléculas no implica una interaccién estereoselectiva con una enzima
quiral, lipido o receptor de proteina. Como se observa en la tabla 9, los valores de
la CMlgg del péptido GIBIM-P5F8W frente a P. aeruginosa fueron iguales,
sugiriendo que la quiralidad no es un factor determinante en la actividad y que la
membrana celular es su diana principal. No obstante, en el caso de las cepas E.
coli O157:H7 y SARM parece que la interaccién quiral entre el péptido GIBIM-
P5F8W- y la superficie de la membrana estd mediada por receptores favoreciendo

el reconocimiento del enantiomero L.
3.2.2 Toxicidad in vitro de péptidos activos
Para ser utiles en la aplicacion terapéutica, los PAMs necesitan ser selectivos

hacia las células eucariotas, por tal razén se evaluo la toxicidad en eritrocitos y en

lineas celulares.
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Tabla 9. Actividad antibacteriana delos enantioémeros del péptido GIBIM-P5F8W

Péptido E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa
MICgg (UM) MICqgg (UM) MICqgg (UM) MICqgg (UM) MICgg (UM) MICgg (UM)
Enantiémero Enantiémero Enantiémero Enantiémero Enantiomero Enantiomero
L D L D L D
GIBIM- 0.5 25 10 25 10 10
P5F8W
Péptido E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa
MBCg (M) MBCgo (M) MBCgo (M) MBCgo (M) MBCgo (M) MBCgo (M)
Enantiémero Enantiémero Enantiémero Enantiémero Enantiomero Enantiomero
L D L D L D
GIBIM- 10 50 50 >100 75 10
P5F8W

Ninguno de estos péptidos presentd actividad hemolitica superior al 40% a 50 uM,

siendo la concentracion mas alta ensayada (Figura 16), ya que estas moléculas se

consideran hemoliticas cuando a una concentracion de 25 uM se ha producido

mayor a igual al 50% de hemolisis con respecto al control [129].

Figura 16. Actividad hemolitica de los péptidos disefiados y analogos a diferentes
concentraciones frente a eritrocitos de carnero. La desviacion estandar fue muy baja.
Los ensayos se repitieron por triplicado en tres experimentos independientes.
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Por otro lado, para la evaluacion del efecto citotoxico de los PAMs se realizo el
ensayo con la linea celular A549 de tejido pulmonar, la cual fue incubada en
presencia de diferentes concentraciones de los péptidos GIBIM-P3, GIBIM-P4,
GIBIM-P5, GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5F8W y GIBIM-P6 (Fig. 17A). Estos péptidos
no mostraron ninguna citotoxicidad detectable incluso a 100 yM, a excepcion del
péptido GIBIM-P5F8W que presentd un porcentaje de células viables por debajo
del 50% (36.8%) a 100 uM (que es doscientas a diez veces mayor que la CMlgg
para las cepas evaluadas). Ademas, la viabilidad de esta linea celular incubada
con el péptido GIBIM-P5S9K a 100 uM (que es cuatro veces mayor que la CMlgy),
fue del 50% en comparacion con las células no tratadas. Los péptidos son
considerados citotoxicos cuando a una concentracion cuatro veces mayor por

encima del MICgg presentan un porcentaje de células viables menor al 50% [130]

Adicionalmente, en la evaluacion de la citotoxicidad de los PAMs mas activos
frente a las células HepG2 de carcinoma humano se observé que los péptidos
GIBIM-P3 y GIBIM-P4 promovieron el crecimiento celular en algunas
concentraciones evaluadas (Fig. 17B). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Li y col,39] en los cuales el péptido GRP
(VPLPAGGGTVLTKMYPR GNHWAVGHLM-NH,) sirve como un mitdégeno para las
células HepG2, dando lugar a una proliferacion mejorada, reduccion de la
apoptosis y la aceleracién de la progresion del ciclo celular. Por su parte, los
péptidos GIBIM-P5, GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5F8W y GIBIM-P6 presentaron un
porcentaje de \viabilidad celular de 94.5%, 90.7%, 88.6% y 72.3%,
respectivamente. Los ensayos citotoxicos in vitro demostraron que los péptidos
evaluados no presentaron efectos sobre la viabilidad de hematocitos, las lineas
celulares A549 y HepG2.

Los resultados obtenidos sugieren que los péptidos mas activos, GIBIM-P5S9K,

GIBIM-P5F8W, pueden servir como agentes terapéuticos frente a infecciones por
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causadas por los microorganismos de E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa,
porque presentan una alta actividad antimicrobiana y un bajo efecto citotoxico.
3.2.3 Evaluacion de la estabilidad en suero de los PAMs GIBIM-P5S9K vy
GIBIM-P5F8W

Los péptidos sintéticos a menudo carecen de la estabilidad conformacional
requerida para ser un farmaco exitoso; por lo tanto, la determinacion de la
estabilidad del péptido en el suero constituye un ensayo de seleccion muy
importante. La estabilidad del péptido en suero puede determinarse de forma

sencilla mediante RP-HPLC tanto en estudios in vitro como in vivo [154].

En la figura 18 se observan los cromatogramas de los péptidos L-GIBIM-P5S9K y
los enantibmeros del péptido D,L-GIBIM-P5F8W en presencia de suero humano al
10%. En ellos se pueden observar el inicio de la degradacion de los péptidos L-
GIBIM-P5S9K y L-GIBIM-P5F8W (Fig. 18 A a D) causada por enzimas
proteoliticas (Tripsina; Quimotripsina; Pancreatina; pepsinas, enzimas digestivas,
entre otras) presentes en el suero. La degradacion de estos compuestos se ve
marcada con la aparicion de nuevas bandas de absorcion a diferentes tiempos de
retencion evidenciando la escisién del enlace péptidico. La degradacion de los
péptidos L-GIBIM-P5S9K y L-GIBIM-P5F8W en el suero fue muy similar, esto se
debe a que el indice de hidropatia de los dos compuestos es muy cercano (Tabla
5, Cap. 2) y su afinidad con la columna C-18 es muy similar. No obstante, el
péptido D-GIBIM-P5F8W permanecié muy estable comparado con su enantibmero
L (Fig. 18 E y F). Estos resultados son acordes a los obtenidos por Youngblood y
col., [154]

3.2.4 Evaluacion de la interaccion del péptido GIBIM-P5S9K con la membrana

bacteriana mediante microscopia de fluorescencia

79



Evaluacion de la actividad biologica de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y
analogos

Se determinéd la localizacion intracelular del péptido RhoGIBIM-P5S9K en las
cepas de E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa, mediante el uso de microscopia
de fluorescencia confocal. Inicialmente, se realiz6 un ensayo de seguimiento en el
tiempo a una concentracion de 50 uM en la cepa de SARM, donde se observo el

Figura 17. Citotoxicidad de los péptidos méas activos en lineas celulares. A) linea
celular Asyg y B) linea celular HepG2. Los datos que se muestran son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. *P<0.05.
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péptido a nivel intracelular (Fig. 19). Luego, se optimizaron las variables tiempo y
concentracion, en 1,5 horas de incubacién y 25 uM, respectivamente. El péptido
RhoGIBIM-P5S9K se localizé en la superficie de las bacterias, pero no en el
interior del citoplasma bacteriano (Fig. 19A y B). Curiosamente, en las bacterias
Gram-positivas, SARM, el péptido se observd en la membrana y en el citoplasma
de forma simutanea (Fig. 19C).

3.2.5 Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y

analogos

La actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y analogos se
evalué para determinar su accion frente a especies de Leishmania como modelo
eucariota. La actividad antileishmania in vitro se evaluo frente a amastigotes de L.
pifanoi. midiendo la proliferacion y la viabilidad del parasito después de la

exposicion a diversas concentraciones de los péptidos.

El efecto leishmanicida de los péptidos se evalué mediante la inhibicion de la
capacidad de reduccion de MTT de los parasitos (apartado 3.1.9). Todos los
péptidos ensayados inhibieron la viabilidad de los parasitos a una concentracion
de 25 puM sobre promastigotes de L. donovani, en el ensayo a corto plazo (4 h)
mientras que en la proliferacion (72 h) el efecto antimicrobiano para algunos
compuestos disminuyd (véase Fig. 20B). Interesantemente, los péptidos GIBIM-
P2G17L, GIBIM-P2G17L Y GIBIM-P5T2K mostraron ser activos frente al parasito,
sin tener un efecto significativo frente a las bacterias. Sin embargo, los péptido
GIBIM-P5F8W, GIBIM-P5S9K y GIBIM-P6 siguieron siendo compuestos activos
bioldgicamente frente a los parasitos y las bacterias. No obstante, los amastigotes
son, en general, mas resistentes a los péptidos que los promastigotes (Véase Fig
20 y 21), ya observado en trabajos anteriores con otros analogos de cecropina A-

melitina [155] y mostrandose de la misma forma con estos compuestos. Los datos
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muestran que el efecto final de los péptidos en amastigotes requiere una
incubacion superior a 72 h y que dicho efecto es irreversible..

Figura 18. Cinética de estabilidad de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en
suero humano. A) GIBIM-P5S9K de 15 a 120 min, B) GIBIM-P5S9K de 240 a 300 min, C) L-GIBIM-
P5F8W de 15 a 120 min, D) L-GIBIM-P5F8W de 240 a 300 min, E) D-GIBIM-P5F8W de 15 a 120 min y F) L-
GIBIM-P5F8W de 240 a 300 min.
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Figura 19. Localizacion celular de GIBIM-P5F8W en bacterias. Panel (A) E. coli O157:
H7, (B) P. aeruginosa y C) SARM. Se usaron imagenes de microscopia de barrido laser confocal
de células E. coli O157: H7 tratadas con GIBIM-P5F8W como coprocesador de ADN (Rho-GIBIM-
P5S9K) y TO-PRO®-3 fluoréforo. Las longitudes de onda utilizadas fueron Agxc = 642 nm y Agy =
661 nm para TO-PRO®-3 y Agxc = 554 nm y Ay = 579 nm para péptido rodaminado.

TO-PRO®-3 Rho-GIBIM-P5S9K MERGE TO-PRO®-3 Rho-GIBIM-P5S9K MERGE

TO-PRO®-3 Rho-GIBIM-PSS9K

La tabla 10 muestra los valores de ECsy ¥y LCsp en ensayos en Leishmania,
definidas como la concentracion de péptido que inhibe la reduccion de MTT en un
50%, tras 4h de incubacion (ECsp) o tras ensayo de proliferacion (LCsp), respecto
al control sin tratamiento de los diferentes péptidos para amastigotes calculados a
partir de las curvas de inhibicion de reduccion de MTT y el porcentaje de células
viables en promastigotes a corto plazo y en la proliferacién. En los amastigotes a
32 ° C en ausencia o presencia de diversas concentraciones de los péptidos
sintéticos en el medio de crecimiento tanto GIBIM-P5F8W como GIBIM-P6
causaron una disminucién dependiente de la dosis en el nUmero de parasitos de L.
pifanoi después de una exposicion de 72 h, con una inhibicion significativa del
crecimiento del parasito a 0.45 pM en ambos compuestos. Otros péptidos
destacados fueron GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5T2K, GIBIM-P4, GIBIM-P3 y GIBIM-
P2G17L con una LCsy de 4.76, 3.4, 0.57, 5.7 y 3.2, respectivamente. Estos valores

de LCsyp se encuentran
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Figura 20. Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6
sobre A) amastigotes de L. pifanoi y B) promastigotes de L. donovani a 25
UM. Inhibicion a 4h. *P<0.05.
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muy cercanos y en algunos casos muy por debajo de péptidos como Temporina A,
Temporina B, Bombinin H2 y H4 con LCsy de 14.6, 7.1, 11.0 y 5.6 uM,

respectivamente [127].

3.2.6 Permeacion de la membrana bacteriana causada por los péptidos disefiados y
analogos

En presencia de SYTOX green, E. coli O157: H7 fue incubada con todos los
péptidos a una concentracion de 25 uM. En el caso de SARM y P. aeruginosa se
evaluo el ingreso de la sonda a diferentes concentraciones con el péptido GIBIM-
P5S9K. El aumento de la fluorescencia de la sonda SYTOX con el tiempo,
evidencié la permeabilidad que provocaban los péptidos a la membrana
bacteriana. En todos los casos se observd una cinética rapida de ingreso a la
bacteria de E. coli O157:H7 de todos los péptidos (Fig. 22). Excepto a GIBIM-P4 y
GIBIM-P41V, todos los péptidos permeabilizaron la membrana interna de bacterias
de manera dependiente de su concentracion en un rango micromolar. Llaman la
atencion los péptidos GIBIM-P2G17L y GIBIM-P5F8W que alcanzaron un 100% de
fluorescencia igual que el péptido CAME tomado como control indicando que
pueden tener un efecto muy potente en un corto tiempo y que podrian presentar

un mecanismo de accion similar de formacion de poros.

La figura 23 muestra la variacion de fluorescencia de la sonda Sytox tras la adicién
del péptido GIBIM-P5S9K a diferentes concentraciones en las cepas de E. coli
0157:H7, SARM y P. aeruginosa tras 30 min de incubacion. Se observé que el
péptido fue capaz de permear la membrana a concentraciones tan bajas de 0.1

MM, muy por debajo de la CMlgq.
3.2.7 Ensayo de permeabilizacion de la membrana citoplasmica de

Leishmania frente a los PAMs
Los péptidos GIBIM-P1 y GIBIM-P6 y sus analogos causaron permeabilizacion de
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Figura 21. Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6
sobre A) amastigotes de L. pifanoi y B) promastigotes de L. donovani a 25

UM en proliferacion.

Inhibicién a 72h. *P<0.05.
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Tabla 10. Actividad antileishmania de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y anélogos.

Promastigotes L. donovani

Amastigotes L. pifanoi

Péptido Secuencia %células %células ECsp (UM) LCso (UM)
viables 4h viables 72h
(25uM) (25uM)

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH, 96.6 (x0.1) 94.0 (+0.4) >50 (x0.2)

GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH, 100.0 (£0.5) 98.6 (+0.6) >50 (+0.8) 2827((;0(:2))
GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH, 100.0 (x0.2) 85.7 (x1.2) >50(=0.8) 5.8(:05)
GIBIMP2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH, 78.1 (x0.1) 58.2 (+0.18) 24.4(x0.1) 32(20.8)
GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH, 86.8 (x0.1) 75.1 (x0.3) 34.4(z0.8) 11.4(:0.2)

GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH, 94.7 (x0.7) 92.4 (x0.4) 50.0(%0.6) 5.7(:0.1)
GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH, 99.3 (+0.5) 97.3 (x0.2) >50.0(z0.1) 33.5(:0.6)
GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH, 97.2 (x0.6) 93.0 (x0.2) >50.0 (x0.2) 41.6(20.3)
GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH; 100.0 (#0.5) 97.5 (x0.3) >50.0(+2.0) >50.0(+0.2)

GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH; 97.4 (x0.2) 92.3 (x0.2) 43.2(x0.3) 0.57(+0.8)
GIBIM-P4A1l INVAATARGWLKKIGKK-NH, 100.0 (*0.1) 94.8 (x0.4) 38.5(z0.2) 21.8(+1.2)
GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH, 100.0 (*0.1) 98.4 (x0.1) 46.5(x1.0) 51.8(x0.2)
GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH; 100.0 (0.1) 99.9 (x0.1) >50.0(x1.2) >50.0(0.4)

GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH, 94.2 (+0.2) 83.0 (x0.4) >50.0(x0.5) 43.0(x0.7)
GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH, 82.1 (x0.2) 72.6 (x0.1) >50.0(20.6) 3.4(x0.5)
GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH, 89.9 (x0.1) 79.0 (x0.3) 42.9(x1.3) 4.8(+0.2)
GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH; 36.3 (x0.1) 4.4 (x0.2) 16.0(x1.2) 0.45(=0.8)

GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH, 77,7 (20.1) 74.3 (x0.7) 7.8(x0.5) 0.45(+0.6)
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la membrana plasmatica del amastigote. La figura 24 representa el porcentaje de
fluorescencia tras 30 min de incubaciébn con los péptidos a 25 pM. Esta
concentracion fue seleccionada por ser representativa conforme a los resultados
obtenidos en la actividad antiparasitaria. Cabe resaltar que los péptidos GIBIM-
P2G17L y GIBIM-P2G17I fueron los péptidos que mayor porcentaje de
fluorescencia registraron, seguidos de los péptidos GIBIM-P6 y GIBIM-P5F8W.

De acuerdo con los resultados publicados, ain no se han dilucidado
completamente los mecanismos de accion de los PAMs. Sin embargo, ambos
mecanismos (a nivel de membrana e intracelularmente), han sido demostrados en
diferentes estudios. En este estudio se logré demostrar la disrupcién de la
membrana en Leishmania promastigotes y amastigote tratados con los péptidos
Temporinas A y B, mediante la técnica de microscopia de transmision electronica
(TEM) [127]. Estudios similares

también confirmaron que otros PAMs, como Bombinin, actuaron a través de este
mecanismo [156]. Este modo de accidbn primario puede proporcionar
medicamentos basados en PAMs con una gran ventaja sobre los tratamientos
actuales. Para que la resistencia frente a los PAMS se llegara a desarrollar, los
pardsitos de Leishmania necesitarian alterar estructura de membrana y/o
composicién de fosfolipidos, y tales modificaciones serian dificiles de lograr. En la
figura 25 se observa que la permeabilizacién lograda por los péptidos con mayor
actividad antileishmanicidal a 25 pM, es consistentemente superior en
promastigotes que en amastigotes. El PAM GIBIM-P3 es el péptido que produce
una permeabilizacion temprana a los 10 minutos, mientras que el GIBIM-P4 puede

funcionar por un mecanismo de translocacion en promastigostes.

3.2.8 Evaluacién de la citotoxicidad de los PAMs en macrofagos peritoneales
La figura 26 muestra la cinética de toxicidad en macrofagos peritoneales de
ratones de los péptidos mas activos. Encontramos que los péptidos mas téxicos

fueron
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Figura 22. Incremento de la fluorescencia de Sytox green tras la adicion de los
PAMs a E. coli O157:H7. A) péptidos de GIBIM-P1 a GIBIM-P3A6K y B) péptidos de
GIBIM-P4 a GIBIM-P6. Los datos que se muestran son el promedio de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.
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Figura 23. Incremento de la fluorescencia de Sytox Green tras la adicién del péptido GIBIM-P5S9K a diferentes
concentraciones. A) E. coli O157:H7, B) SARM y C) P. aeruginosa. Los datos que se muestran son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por triplicado.
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Figura 24. Fluorescencia de SYTOX Green en amastigotes de L. pifanoi tras
incubacién (30 min) con el péptido a una concentracion final de 25 yM. Los
valores se refieren al 100% de fluorescencia obtenido con 0.1% de Triton-X100.
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GIBIM-P2G17L Y GIBIM-P5F8W a una concentracion de 25 uM. Sin embargo,
para este Ultimo esa concentracion es cincuenta veces mayor a la concentracion

que el péptido presenta actividad biologica. El péptido que presentd la menor
toxicidad fue GIBIM-P3.

Figura 25. Fluorescencia de SYTOX Green en A) amastigotes de L. pifanoi y
B) promastigotes de L. donovani y tras incubacion (30 min) con los péptidos
mas activos a una concentracién final de 25 pyM. Los valores se refieren al
100% de fluorescencia obtenido con 0.1% de Triton-X100.
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Figura 26. Toxicidad de los PAMs en macrofagos peritoneales que
exhibieron la mayor inhibicion en amastigotes y promastigotes overnight. La
desviacion estandar fue muy baja.
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Capitulo 4

ENCAPSULACION DEL PEPTIDO GIBIM-P5S9K EN NANOPARTICULAS
POLIMERICAS Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

RESUMEN

Actualmente se estan desarrollando nanovehiculos como sistemas para la
liberacion de péptidos, proteinas y genes por dos razones principales: i) actian
como escudo contra un entorno bioldgico agresivo y (i) como un portador que
puede cruzar epitelios [157-159]. En este sentido, las NPs poliméricas se han
propuesto como un sistema de entrega de moléculas bilégicamente activas,

demostrando ventajas significativas sobre otros sistemas de liberacion [160].

Las Nps poliméricas son solidos coloidales de conjuntos poliméricos que pueden
ser utilizados como portadores de farmacos [161]. Pueden clasificarse como: 1)
nanoesferas cuando el farmaco esta uniformemente disperso a lo largo de la
matriz polimérica (tipicamente como una solucion sdlida), o 2) nanocapsulas
cuando el farmaco esta en el nucleo, ya sea como solucién acuosa u oleosa [162].
Ademas, se han desarrollado diferentes técnicas para preparar NPs cargadas con
péptidos y proteinas como, por ejemplo: evaporacion emulsion / disolvente,
emulsiébn doble, diseminacién disolvente, coacervacién, nanoprecipitacion,
gelificacion ionotrépica, precipitacion por sales [163-166]. También, las NPs se
han preparado a partir de polimeros sintéticos y naturales [167]; NPs de polimeros
naturales se han utilizado para aplicaciones biomédicas a pesar de su variada
pureza y la frecuente reticulacion necesaria para aumentar su estabilidad [161]. En
particular, las NPs derivadas del PLA o del PLGA se utilizan ampliamente en la
liberacion controlada de farmacos encapsulados porque son biodegradables,
biocompatibles y han sido aprobados por la FDA como sistema de entrega de
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farmacos via parenteral [162, 168, 169]. Adicionalmente, el polimero PLGA y la
concentracion de las NPs puede ser modificada para controlar la estructura de las
particulas, el grado de encapsulacion, las posibles aplicaciones, la via de

administracion, la liberacion del farmaco y la velocidad de degradacion [170, 171]

En esta tesis se sintetizaron NPs de PLA PLGA cargadas con el PAM GIBIM-
P5S9K, uno de los péptidos mas estables y con menor citotoxicidad, utilizando la
técnica de doble emulsidon-disolvente [172]. Las NPs fueron caracterizadas
mediante DLS, potencial Zeta y microscopia de barrido electronico (SEM, por sus
siglas en inglés) para determinar su tamafio, carga superficial y morfologia,
respectivamente. Ademas, se evalud y comparo la actividad antimicrobiana in vitro
del PAM libre y el PAM cargado en las NPs frente, a SARM, E. coli O157: H7 y P.

aeruginosa.

4.1 METODOLOGIA

En el esquema 4 se muestra la metodologia general para la sintesis,
caracterizacion y actividad de las NPs de PLA y PLGA cargadas con el péptido
GIBIM-P5S9K.

Nanoparticulas

poliméricas
. . L Estabilidad en suero
Sintesis y Determinacion de la .
caracterizacion CMly CMB humano y toxidad en

eritrocitos

Esquema 4. Metodologia general de la propuesta de investigacion descrita

en el capitulo 4.
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4.1.1 Materiales y reactivos

El &cido polilactico-co-glicélico (PLGA 50:50, PM 38000-54000 Da), polivinil
alcohol (PVA, 99+%), poloxamero 407, el acido lactico (PLA 98%), polietienimina
(PEI 50 %v/v en soluciéon acuosa, PM 2000), glucosa (C¢H1206 95%) fueron
comprados de Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri). Acetonitrilo (ACN), Metanol
(MetOH) y Diclorometano (DCM) fueron obtenidos de MERCK. Todos los reactivos
usados eran de grado analitico y se emplearon sin purificacion posterior. Las

soluciones fueron preparadas con agua Milli-Q.

4.1.2 Preparacion de nanoparticulas poliméricas

Los NPs se prepararon siguiendo la metodologia de doble emulsién con
evaporacion del solvente segun Cohen-Sela y col., con algunas modificaciones
[172]. Se dispersaron 1 mL de solucion de péptido GIBIM-P5S9K (fase W1) (1
mg/mL) en 4 mL de DCM que contenia 10 mg de PLA 6 4 mL de acetato de etilo
que contenia 10 mg de PLGA (fase 0). Las fases W; y O se mezclaron
vigorosamente durante 30 s para formar una emulsion W,/O simple usando un
homogeneizador-dispersor (IKA Ultra-turrax T-18) a velocidad maxima (15500
rom). Esta primera emulsion se dispersd entonces en 10 mL de solucion de
tensioactivo Poloxamer 407 al 1% (fase W2). La suspensién se homogeneizé
después a 15500 rpm durante 30 s para obtener emulsién doble W;/O/W.
Finalmente, se eliminé el DCM vy el acetato de etilo en un evaporador rotativo
convencional. De este modo, para garantizar una NPs cargadas positivamente a la
superficie que facilita una interaccion electrostatica con la membrana bacteriana
se adicion6 polietilenemina (PEI). Esta suspension se centrifugdé a 22.000xg para
obtener las NPs, las cuales se lavaron con PBS 1mM Yy liofilizaron. A continuacion,
las NPs se resuspendieron medio acuoso para realizar los ensayos siguientes. En

el esquema 5 se muestra la metodologia de sintesis de las NPs de PLA y PLGA.
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Fase acuosa (W,)

|

Fase organica (O4)

Péptido en tampodn + PLA/PLGA
salina 1mM DCM/Acetato de
etilo
Sonicacion
30s
+
/
Primera emulsién Poloxamero 407

(W4,04)

Sonicacion
30s

Segunda emulsion
O (W4, 04/ Wp)
OO o

1. Rotoevaporacion
2. Centrifugacion
3. Liofilizacion

Nanoparticulas

Esquema 5. Metodologia general de la sintesis de nanoparticulas [172].
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4.1.3. Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las NPs

El tamafio y la carga de las nanoparticulas se determind por dispersion de luz
dinamica (DLS) y el potencial Z en un Zetasizer Nano Series Nano-zs90 equipado
con laser de 633 nm a 25 ° C que se encuentra ubicado en el Laboratorio de
Instrumentacion Quimica de la Universidad Industrial de Santander. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y el indice de polidispersidad (Pdl, siglas en
inglés) fue inferior a 0.3. La microscopia de SEM en STEM y el modo convencional
se utilizd para determinar la morfologia y confirmar tamafios de nanoparticulas
recubiertas de oro en el microscopio FEI Quanta 650 en el Laboratorio de
Microscopia, Parque Tecnoldgico de Guatiguara, Universidad Industrial de
Santander, Colombia [173].

Las nanoparticulas de PLGA y PLA obtenidas también fueron caracterizadas
mediante espectroscopia infrarroja utilizando un espectrofotometro de infrarrojo
marca Bruker-Tensor 27, con celda ATR Platimun A225/Q de cristal de diamante.
Las muestras liquidas se purificaron previamente a su medicion de manera que
sélo se observaran bandas de absorcidn en el espectro infrarrojo correspondientes
a grupos funcionales presentes en la muestra. El espectro fue tomado en un
ancho espectral entre 4000 y 600 cm-* [174].

4.1.4 Determinacién de la eficiencia de encapsulacion del péptido GIBIM-
P5S9K en las NPs poliméricas de PLGA 'y PLA

La eficiencia de encapsulaciéon (EE) de los PAMs en las NPs se determin6
mediante un método de cuantificacion indirecta por espectroscopia UV-Vis a 220
nm utilizando una curva de calibracion estandar del péptido GIBIM-P5S9K (Anexo

). El porcentaje de la EE se calculé como se muestra en la ecuacion 4.

%EE= (A-B/ A) *100% (4)
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Donde A es la cantidad de péptido inicial utilizada para la sintesis de las NPs y B
es la cantidad de péptido que quedaba en el sobrenadante una vez que las NPs

eran purificadas por centrifugacion [175].

4.1.5 Determinacion de la CMI y la CMB de las NPs cargadas con el péptido
GIBIM-P5S9K

La actividad bactericida se evalu6 utilizando el método de microdilucion en caldo
[176, 177]. Este ensayo se realizo de la misma forma como el que se realiz6 con el
péptido libre (véase apartado 3.1.3 del capitulo 3). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado y los controles fueron: 1) medio de crecimiento, 2) medio
de crecimiento mas bacterias, 3) medios de crecimiento, bacterias y Ofloxacina y

4) medios de crecimiento, bacterias y nanoparticulas no cargadas.

4.1.6. Liberacion in vitro del péptido GIBIM-P5S9K

Se diluyeron las NPs de PLA y PLGA cargadas con los péptidos GIBIM-P5S9K y
GIBIM-P5F8W (2 mL de suspensién) en PBS (20 mL) 50 mM, pH = 7,4 y se
incubaron a 37°C bajo agitacibn magnética (180 rpm). En puntos de tiempo
predeterminados, se retir6 una muestra de la suspension de las NPs (0.2 mL), se
centrifugd a 22000x g y se cuantifico la cantidad de GIBIM-P5S9K en el
sobrenadante a 220 nm en un Nanodrop ND-100 Thermo Scientific [178]. El
volumen del ensayo se mantuvo constante afiadiendo 0.2 mL de PBS pH 7.4,
después de cada extracciéon de la muestra. Los ensayos de liberacion se llevaron

a cabo por triplicado.

4.1.7. Evaluacion de la estabilidad de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-
P5S9K en suero humano

Para evaluar la estabilidad de las NPs bajo las condiciones fisiologicas, se
resuspendieron 3.0 mg de NPs liofilizadas en 1,5 mL de suero humano (HS) al
10% v/v en PBS. Las suspensiones se incubaron a 37 ° C, se analizaron muestras

de esta suspension mediante el tamafio de las NPs y el potencial a intervalos de
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tiempo fijos (0, 60, 120 y 240 min) para determinar las agregaciones, los cambios
en las propiedades fisicas (particularmente el {- Pot), y el crecimiento dimensional
producido por la adsorcion de proteinas séricas en la superficie de las particulas
[179].

4.1.8. Actividad hemolitica de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K

sobre eritrocitos humanos

La actividad hemolitica de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K se
determin6é como se ha realizado en previos estudios [180] midiendo la hemdlisis en
eritrocitos humanos que contenia una concentracion de 2x10" eritrocitos/mL en PBS.
Como control positivo se utilizé una suspension que contenia una concentracién de los
eritrocitos de 2x107 eritrocitos/mL en PBS y Tritén X-100 al 1%. Esta combinacion
produce el 100% de hemodlisis. El porcentaje de hemdlisis se calcul6 usando la siguiente

ecuacion 5:

Hemolisis (%) = (As-A0)/(A100-Ap) x100% (5), donde As es la absorbancia de la muestra,
A100 es la absorbancia de los eritrocitos lisados completamente en 0,1% Tritén X-100 y

A, es la absorbancia en ausencia completa de hemdlisis. Todos los ensayos se

realizaron independientemente por triplicado.

4.1.9. Analisis estadistico

Los datos experimentales se representan como media + desviacion estandar. Las
diferencias entre los grupos se examinaron con analisis unidireccional de la
varianza utilizando el sistema SPSS 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se
consideré que p<0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa.

4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 Sintesis y propiedades fisicoquimicas de las NPs de PLA y PLGA
Las NPs cargadas con el péptido GIBIM P5S9K se prepararon teniendo en cuenta

que las formulaciones de farmacos a nanoescala permiten una interaccion
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farmacolégica méas efectiva con las membranas bacterianas y potencian la
biodisponibilidad del farmaco en sitios de infeccion [181, 182]. Las NPs de PLA y
PLGA se seleccionaron como vehiculo de GIBIM-P5S9K. La preparacion de NPs
se realizd6 con el método de doble emulsién-disolvente de evaporacion
considerando las propiedades del péptido GIBIM-P5S9K, PLA y PLGA. Esta
técnica ha sido considerada una de las técnicas mas adecuadas para la
encapsulacién de moléculas solubles en agua, tales como los péptidos y proteinas
[183]. Las NPs de PLA y PLGA obtenidas en este trabajo fueron entre 350 nm y
250 nm de diametro con indice de polidispersidad <0,3 como se determind por
DLS y SEM (Figura 27). Estos resultados indicaron que la poblacion de particulas
era homogénea con una distribucion de tamafio monomodal (Fig. 27 (b) y (e)); vy
eran similares a las NPs de PLA- y PLGA-NPs cargadas con péptidos obtenidos
en otros trabajos de investigacién. Por ejemplo, Derman y col., [184] obtuvieron
NPs libres y nanoparticulas PLGA encapsuladas con el péptido W-1y L19 con un
tamafo promedio de 183,9 + 12,1 nm, 221,7 £ 15,8 nm e indice de polidispersidad
de 0,107 = 0,08, 0,135 + 0,12, respectivamente; Mathew y col., [185] sintetizaron
nanoparticulas monodispersas de curcumina recubierta de PLGA soluble en agua
con tamafos entre 150 y 200 nm mediante el método de evaporacion-emulsion de
disolvente. Chereddy y col., [186] prepararon nanoparticulas de PLGA cargadas
de LL37 con tamafo, PDI, potencial zeta y eficiencia de encapsulacién de 304 +
10nm, 0,18 £ 0,01, -21,0 £ 25 mV y 70,2% * 3,3 respectivamente por emulsion
W/O/W- Técnica de evaporacion del disolvente. Patel y col., [174] evaluaron los
potenciales de alquil poliglucésido (APG) como tensioactivo/ estabilizador
alternativo en la preparacion de nanoparticulas cargadas de péptidos por método

de evaporacion

101



Encapsulacion del péptido
GIBIM-P5S9K en nanoparticulas poliméricas y actividad antibacteriana

Figura. 27. Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas. a, b y c) NPs de PLA; d, e y f) NPs de PLGA; g) IR de las NPs.
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con disolvente de doble emulsion; Sus nanoparticulas PLGA presentan un rango
de tamafio entre 100,1 + 3,57-401,0 + 1,11 nm y nanoparticulas PLA 102,3 + 1,97-
419,0 £ 1,82. Estos resultados indican que las nanoparticulas sintetizadas en este
trabajo presentan el tamafio y la forma muy similares a los informes anteriores con

péptidos encapsulados.

Las NPs fueron cubiertas con una delgada capa de oro y exhibieron una
morfologia esférica con diametros entre 300-400 nm para PLA y 200-300 nm para
PLGA, observandose dispersion homogénea segun se determind mediante SEM
(Fig 27 (a) y (d)). El tamafio de particula es una de las caracteristicas mas
importantes porgue esta relacionado con la estabilidad, captacion celular, perfil de

liberacion, tasa de degradacion y biodistribuciéon [187, 188].

Las NPs se estabilizaron usando el tensioactivo no i6nico poloxamer 407 (es un
copolimero que consiste en una mezcla de un compuesto hidrofébico de
polipropilenglicol unido a un compuesto hidréfilico de polietilenglicol) vy
polietilenimina (PEI). El poloxamer 407 tiene caracter anfipatico ya que puede
interactta con la superficie de las NPs a través del polipropileno hidréfobo y con el
medio acuoso a través del polietilenglicol, pero presenta un efecto sobre las NPs y
es que disminuye su potencial zeta [189]. Por esta razon, se utilizé PEI al 0.05%
p/V para aumentar la carga superficial positiva de las NPs de PLA y PLGA. Esto
se debe a la alta densidad de grupos amino primarios, que al aumentar la carga
superficial positiva de las NPs aumentd la interaccion con la membrana
bacteriana, que posee una carga negativa [190]. De hecho, el potencial zeta fue
de +22 y +30 mV para las NPs de PLA y PLGA, respectivamente (Fig. 27 (c) y (f)).
Ademas, después del tratamiento con PEI el efecto antibacteriano de este
compuesto se evaluo frente a las cepas patdogenas a la misma concentracion con
la que se adicioné para la aumentar la carga superficial de las NPs. Esto se realiz6
con el fin de garantizar que no interferia con el efecto de los nanocompuestos

(datos no mostrados).
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Ademas, para determinar si el péptido se encontraba encapsulado o adsorbido a
la superficie de las NPs, se determinaron los espectros FT-IR (Fig. 27g) de las
NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K, el péptido GIBIM-P5S9K libre, el
PLGA y el PLA en el intervalo de 4000-750 cm™; estos tres (ltimos fueron
tomados como control para comparar el espectro FT-IR de las NPs cargadas con
el péptido GIBIM-P5S9K. EI PLGA mostr6 bandas de absorcion tales como
vibracién de tensién del grupo CH alifatico (2850-2950 cm™), vibraciones de
tension simétrica (vs) y asimétrica (vas) del grupo funcional carbonilo C=0 (1700-
1800 cm™) y estiramiento C - O (1050-1250 cm™). La muestra de péptido libre
mostrd los picos principales aportados por los grupos funcionales de moléculas
tales como estiramiento de OH de &cido carboxilico (2500-3000 cm™), amina
superpuesta y estiramiento NH de amida (3300-3500 cm™y 3500-3700 cm™) y
estiramiento de amida unida al C=0 (1600-1690 cm™). Las bandas de absorcién
anteriormente mencionadas fueron tomadas como referencia y comparadas con el

espectro FT-IR de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K.

Los resultados revelaron que el espectro FTI-R del PLA y PLGA puros fue muy
similar al de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K, esto indica que una
cantidad de péptido no se encuentra principalmente adsorbido sobre la superficie
de las NPs y que puede encontrarse en solucién en el nucleo de las NPs. Ademas,
la banda principal de estiramiento del grupo amida N-H del péptido cargado en las
NPs a 1600-690cm™ se redujo significativamente a pesar de que la cantidad de

péptido era la misma en ambas muestras.
Por otro lado, el porcentaje de EE del péptido GIBIM-P5S9K en las NPs fue similar

a otros farmacos encapsulados con esta metodologia [186, 181] y fue mayor en
las NPs de PLA- (75,1%) que en las NPs de PLGA (55,3%). (Tabla 11) [191].
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El ntcleo de las NPs de PLA y PLGA cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K no se
analizo, limitando la clasificacion de estos nanocompuestos ya sea como
nanocapsulas o como nanoesferas, esto debido a los costos del ensayo de
crioSEM. La cuantificacion del péptido encapsulado se realizé por RP-HPLC a

partir de una curva de calibracion (ver Anexo I).

Tabla 11. Propiedades fisicoquimicas de las NPs de PLA y PLGA.

Nanoparticulas  Tamafio promedio PdI* Potecial Zeta Porcentaje de
(d.nm) (mV) encapsulacion
(%)
GIBIM-P5S9K- 352.6 £3.2 0.19 £ 0.02 +29.4+15 75.1% + 15
cargado en PLA
311.2+£5.2 0.33+£0.05 +14.4+£0.1 ND
PLA
GIBIM-P5S9K- 258.3+35 0.25+0.1 +22.7+£0.3 55.3% + 2.0
cargado en PLGA
PLGA 280.5+£95 0.32+0.1 +15.6 £ 0.3 ND

" PdI: indice de polidispersion
ND: No determinado

4.2.2 Actividad antibacteriana de las NPs poliméricas de PLA y PLGA
cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K y NPs vacias

La actividad antimicrobiana del PAM GIBIM-P5S9K cargado en NPs de PLA o
PLGA se determind utilizando el método de microdilucién en caldo debido a la
sensibilidad del ensayo [172]. Ademas, a las NPs vacias (sin el péptido GIBIM-
P5S9K) cargadas superficialmente con PEI al 0.05% p/v y con el poloxamer 407
también se les evalud su actividad. Las NPs de PLA- o PLGA cargadas con el
péptido GIBIM-P5S9K presentaron una inhibicién significativa del crecimiento de
E. coli O157: H7, SARM y P. aeruginosa, de una manera dependiente de la dosis
(Fig. 28), incluso a una concentracion de péptido de 0.5 uM. No hubo diferencias
significativas en la inhibicion del crecimiento de las bacterias tratadas con las NPs
de PLA o PLGA cargadas con el péptido, excepto en la actividad de las NPs de
PLA cargadas frente a E. coli O157: H7 (MICso <0.5 yM) y su actividad fue mayor
que la actividad de las NPs de PLGA cargadas (MICso entre 1 y 10 pM).
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Figura. 28. Actividad antibacteriana de las nanoparticulas cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K. A) NPs de
PLA frente a E. coli O157:H7; B) NPs de PLA frente a SARM; C) NPs de PLA frente a P. aeruginosa; D) NPs de PLGA frente a E. coli
0157:H7; E) NPs de PLGA frente a SARM; F) NPs de PLGA frente a P. aeruginosa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres
experimentos independientes.
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Tabla 12. Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de PLA y PLGA
cargadas y péptido GIBIM-P5S9K libre.

Compuesto E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa

MICso(UM)  MBC (uUM)  MICso (UM MBC (uUM)  MICso (UM)  MBC (M)

GIBIM-P5S9K 1.0-10 50 1.0-10.0 75 1.0-10 >100

NPs de PLGA
Cargadas con el 1.0-10 >100 <0.5 >100 <0.5 >100
péptido GIBIM-
P5S9K

NPs de PLA
cargadas con el <0.5 >100 0.5-1.0 >100 <0.5 >100
péptido GIBIM-
P5S9K

En contraste, el péptido libre no presentd actividad antibacteriana a las
concentraciones de 0.5 y 1 uM, pero a 10 pM mostré una inhibicion del
crecimiento bacteriano casi completa (Tabla 7, Cap. 3). Esta mayor actividad
antibacteriana de la CMlsoy, de las NPs de PLA y PLGA cargadas comparada con
el péptido libre (Tabla 12) podria implicar una interaccién electrostatica de la carga
superficial positiva de estas NPs (+22 y +30 mV) con la carga superficial negativa
de la membrana en las cepas [36-39]. Esta interaccién podria ser mediada por el
acido teicoico, lipoteicoticos o lipopolisacaridos y fosfolipidos en la superficie
bacteriana [196, 197].

Las NPs de PLA y PLGA no cargadas, no mostraron una inhibicion significativa del
crecimiento frente a E. coli 0157:H7, la cual fue tomada como control. El resultado
indica que el efecto microbicida es debido netamente al péptido GIBIM-P5S9K
(Anexo J).

Ademas, P. aeruginosa fue mas susceptible a las NPs de PLA y PLGA cargadas
con el péptido (Fig. 38 C y F) teniendo en cuenta que P. aeruginosa tiene una

carga superficial anionica menor SARM y E. coli con movilidades electroforéticas
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de -1.12 (upm/s)/(V/icm), -2(um/s)/(V/cm) y -3(um/s)/(V/icm), respectivamente
[198].Esto sugiere que el mayor potencial zeta de la cepa de P. aeruginosa puede
generar una fuerte interaccion electrostatica con las NPs de PLA y PLGA cargadas

positivamente en comparacion con E coliy SARM.

4.2.3 Evaluacion de la liberacién in vitro del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs
de PLAy PLGA

El mecanismo de liberacion del farmaco de las nanoparticulas generalmente
implica tres etapas. En la primera etapa se libera el farmaco unido a la superficie o
atrapado en la NP. En la segunda etapa, el farmaco liberado se difunde a través
de la matriz polimérica y los poros generados por la degradacion de la matriz.
Finalmente, en la tercera etapa el farmaco se libera al fluido durante la
desintegracién de la matriz polimérica [178, 187, 199]. La cinética de la liberacién
del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs poliméricas de PLA y PLGA mostré un
proceso de dos fases; la inicial en las primeras 8 horas siendo la liberacion del
péptido mas rapida que la final para ambas NPs. En la fase inicial alrededor de
50% del péptido fue liberado de las NPs de PLA y PLGA con una mayor rapidez
para las NPs de PLGA (Fig. 29). Estos resultados son acordes a los obtenidos por
Taha y col., donde el péptido rMOMP-187 exhibié un perfil de liberacién bifasico
con una rapida liberacion inicial (20% del péptido en un dia) seguido de una

liberacién lenta sostenida durante un periodo de tres semanas.

4.2.4 Determinacién de la estabilidad de las NPs poliméricas de PLA y PLGA

cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K en suero humano

Se evalud la estabilidad de las NPs poliméricas de PLA y PLGA cargadas con
péptido GIBIM-P5S9K en suero humano para determinar si habia o no cambios en
las propiedades fisicas. Esto resulta muy critico cuando el nanocompuesto se

entrega por via intravenosa [179]. Los tamafos de las NPs de PLA y PLGA
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cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K fueron evaluadas en suero humano al 10%
eran 65% del tamafio en solucién acuosa y comenzaron a aumentar a lo largo del
tiempo de incubacion, alcanzando el 82% y 92% del tamafio en solucién acuosa a
240 min para las NPs de PLGA y PLA, respectivamente (Tabla 13). El PDI se situ6
entre 3.2 y 5.1, lo que indica una poblacion homogénea de NPs durante el tiempo
de incubacién en suero. La carga superficial de las NPs de PLGA y PLA en suero
humano al 10% fue negativa, aumentando a lo largo del tiempo de incubacion,
especialmente la carga negativa de NPs de PLA, que aument6 en un 50% durante
240 min de incubacion en suero. Esto sugiere interacciones entre las NPs y
moléculas de suero formando estructuras hibridas. Una de estas moléculas de
suero podria ser la albimina sérica humana (HSA), que es la proteina sérica mas
abundante y se carga negativamente a pH 7.2. HSA adsorbiéndose a NPs podria
explicar el aumento en el tamafio y en la carga de superficie negativa de NPs
durante la incubacion en suero. Este cambio en las propiedades fisicas de las NPs
durante la incubacion del suero podria ser debido a un efecto osmotico ejercido
por las sales presentes en la solucion tampoén y el suero humano, como se ha
informado [179, 200].

Tabla 13. Estabilidad en suero de las NPs de PLA y PLGA cargados con
GIBIM-P5S9K.

Tiempo (min) NPs de PLGA cargadas con GIBIM- NPs de PLA cargadas con GIBIM-
P5S9K P5S9K

Tamafio promedio Potencial Z Tamafo promedio Potencial Z

(nm) (mV) (nm) (mV)
0 169.3+4.5 -7.15+0.6 139.5+3.2 -9.44+0.5
60 182.2+3.2 -7.17£0.2 146.5+2.1 -12.7£0.3
120 184.8+4.8 -7.65x£0.4 163.6+3.2 -14.6£0.3
240 211.945.1 -7.67x0.7 194.4+4.0 -14.3x0.4
NPs sin suero 258.31£3.5 +22.7+0.3 352.615.2 +29.4+1.53
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Figura 29. Liberacion in vitro del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs. Perfil de
liberacibn de nanoparticulas poliméricas bajo las mismas condiciones de
incubacion, pH y velocidad de agitacion.
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4.2.5 Determinacion de la actividad hemolitica de NPs poliméricas de PLA y
PLGA cargadas con péptido GIBIM-P5S9K

Los eritrocitos humanos se incubaron con péptido cargado y no cargados de PLA
y PLGA a dos concentraciones (0,5 a 1% p/v); Los porcentajes de hemdlisis de
estas NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K fueron inferiores al 10%.
Teniendo en cuenta que uno que ocasiona <10% de hemdlisis se considera no
hemolitica 0 hemocompatible [180] (Fig. 30), estas NPs se consideran sustancias
hemocompatibles y podrian ser administradas por via parenteral [24]. Ademas,
este resultado sugiere un efecto especifico sobre la membrana bacteriana

considerando que la diana del péptido es la estructura de la membrana.
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Adicionalmente, la actividad hemolitica del péptido encapsulado con relacion al
péptido libre disminuyd, ya que el porcentaje de hemdlisis del péptido no
encapsulado fue de 25%. [186, 201].

Figura 30. Actividad hemolitica del péptido GIBIM-P5S9K encapsulado en

PLGA y PLA. Las concentraciones finales utilizadas fueron PGLA y PLA paraCly C2 5y 0,5
mg/mL, respectivamente. * P <0.05 versus células de viabilidad sin compuesto (control positivo).
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio protedmico con técnicas como electroforesis en dos
dimensiones que permita identificar las proteinas de membrana implicadas
en la actividad antibacteriana y antiparasitaria de los péptidos libres vy
encapsuladas en cada uno de los polimeros utilizados.

Visualizar por microscopia electronica de transmision el dafio de los
péptidos libres y encapsulados a través del tiempo en los microorganismos

utilizados como modelo en esta tesis.

Determinar el porcentaje de citotoxicidad de los pépidos encapsulados y de
las nanoparticulas sobre otras lineas celulares relacionadas con la
aplicacion deseada como células epiteliales, asi como también sobre lineas

celulares cancerigenas como las células HelLa.

Utilizar otra estrategia de proteccién de péptidos a degradacion enziméatica
como ciclacion, glicosiilacién, bioconjugacion, entre otras, para evaluar la

eficacia de la encapsulacion.

Determinar la farmacodinamia de los nanocompuestos encapsulados bajo

condiciones experimentales in vivo mediante el uso de modelos animales.
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6. CONCLUSIONES

« Mediante el disefio in silico se obtuvieron 18 moléculas con propiedades
fisicoquimicas que son caracteristicas de péptidos antimicrobianos tales como:
PAP mayor al 96%, indice de inestabilidad menor a 40, carga neta catidnica
(entre +3 y +6), pl entre 10.04 a 12.03 y GRAVY de -0.62 a 1.14.

eEl método de sintesis seleccionado, resultd muy adecuado para la sintesis de
péptidos con secuencias cortas (17 Aa), ya que las masas teéricas y
experimentales determinadas por espectrometria de masas MALDI-TOF fueron

acordes.

eLos péptidos sintetizados presentaron una estructura secundaria a- hélice
comprobada por los espectros de DC, exhibiendo dos bandas de absorcion a 205

y 215 nm en presencia de TFE al 30%.

eLas sustituciones en la region media de la secuencia del PAM, por aminoacidos
gue confieren carga o aumento de la hidrofobicidad, inciden positivamente sobre
la actividad de los PAMs. Asimismo, las sustituciones de aminoacidos en las
regiones C- o N- terminal del PAM no generaron efecto antibacteriano sobre las

cepas evaluadas.

eLa generaciébn de secuencias in silico usando algoritmos genéticos permitié
obtener péptidos biol6égicamente activos, que luego fueron mejorados mediante
el analisis bioinforméatico racional, para su posterior sintesis, pudiendo de esta

forma empalmar un trabajo interdisciplinario tedrico-practico.
eLa actividad antibacteriana de los PAMS sintetizados frente a E. coli fue mayor
que la actividad antibacteriana frente a SARM y P. aeruginosa. Las

concentraciones minimas inhibitorias alcanzadas frente a E. coli fueron de 0.5
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UM, 5.0 y 10 pM para los péptidos GIBIM-P5F8W, GIBIM-P6 Y GIBIM-P5SOK,

respectivamente siendo valores menores a los publicados en la literatura.

eLa toxicidad de los péptidos en eritrocitos produjo un porcentaje de hemodlisis
menor al 40% a 50 uM. Por su parte, en las lineas celulares de A549 y HepG2 el
Unico compuesto que presento toxicidad fue GIBIM-P5F8W dejando el 36% de
células viable a 100 pM en A549. Ademas, los péptidos de GIBIM- P3 y GIBIM-
P4 indujeron el crecimiento de las células HepG2 a ciertas concentraciones.

e Los péptidos mas activos disefiados en esta tesis fueron de amplio espectro, ya
que inhibieron los parasitos de Leismania donovani y Leishmania pifanoi a
concentraciones tan bajas de 0.5 uM para el péptido GIBIM-F8W en amastigotes.
Cabe resaltar que los péptidos GIBIM-P2G17L y GIBIM-P2G17I también fueron
activos frente a los parésitos, sin serlo muy eficazmente frente a las bacterias.
Ademas, presentaron permearon la membrana bacteriana y parasitaria sin el uso
de translocacion via receptores, mecanismo de accion que es el mas comun en

farmacos a base de péptido que se encuentran en fase clinica.

« Los PAMs mas potentes frente a las bacterias patdégenas fueron GIBIM-P5S9K y
GIBIM-P5F8W. Estos péptidos adoptan una estructura a-helicoidal en ambientes
disefiados para imitar membranas celulares y son capaces de permear la
membrana de bacterias patégenas de una manera dependiente de la dosis.
Ademas, pueden considerase como compuestos selectivos debido a la baja

toxicidad en las células eucariotas.

eSe sintetizaron NPs empleando PLGA y PLA como agentes encapsulantes
mediante una ruta de doble emulsidn-evaporacién de solvente empleando PEI
como agente catidnico y Poloxamero 407 como surfactante. Las NPs
presentaron morfologia esférica con tamafnos entre 300-400 nm para PLA y 200-
300 nm para PLGA con carga superficial> 20mV e indice de polidispersidad <0.3.
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eLa encapsulacion en nanoparticulas poliméricas empleando la metodologia de
doble emulsion (W,/O/W,) en matrices de polimeros hidrofobicos tipo éster se
logréo alcanzando porcentajes de encapsulacion superiores a 50% bajo las

condiciones de sintesis y purificacion estandarizadas en el presente trabajo.

¢ Los resultados obtenidos indican que las nanoparticulas sintetizadas constituyen
un método alternativo y prometedor para el suministro del péptido GIBIM-P5S9K,
qgue fue uno de los més activos, mejorando el MICso comparado con el PAM libre.
Ademas, alrededor del 50% del péptido se libera in vitro durante las primeras 8h.

o El péptido GIBIM-P5S9K encapsulado en las NPs fue estable en suero humano.
Los resultados obtenidos indican que las nanoparticulas sintetizadas representan
un método alternativo prometedor para el suministro del péptido GIBIM-P5S9K y

aun mas importante como sistema de proteccion de degradacion enzimatica.
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ANEXO A. AMINOACIDOS, CODIGO DE TRES LETRAS, UNA LETRA Y ESTRUCTURA
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Isoleucina, lle, |

Leucina, Leu, L CH,
H;C
H,N COOH
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/—/_>7COOH
H,N
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MeS >—CH200H
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ANEXO B. GRUPOS PROTECTORES EMPLEADOS EN LA ESTRATEGIA fmoc

Pmc

Trt

tBu
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Dmab

Arginina, Arg, R

Asparagina, Asn, N
Cisteina, Cys, C
Glutamina, GIn, Q
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Lisina, Lys, K
Triptéfano, Trp, W

Lisina, Lys, K

Acido aspértico, Asp, D
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ANEXO C. SOPORTE SOLIDO UTILIZADOS EN LA SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

Resina Rink amida MBHA @ o CH,
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ANEXO D. AGENTE DE CONDENSACION Y ADITIVOS EMPLEADOS EN LA SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

N,N' di-isopropilcarbodiimida DIC
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G / BF,
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GIBIM-P1

GIBIM-P2

GIBIM-P2G171

GIBIM-P2G17L

ANEXO E. SECUENCIA Y ESTRUCTURA DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS USADOS EN ESTA TESIS.
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GIBIM-P4AN2F
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ANEXO F. CROMATOGRAMAS DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS GIBIM-P1 A GIIM-P6 Y ANALOGOS.
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ANEXO G. ESPECTROS DE MASAS DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS GIBIM-P1 A GIIM-P6 Y ANALOGOS
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GIBIM-P3A3G MW: 1868.24 Da
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GIBIM-P4AN2F MW: 1845.25 Da
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GIBIM-P5F8W MW: 1802.25 Da
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ANEXO I. CURVA DE CALIBRACION DEL PEPTIDO GIBIM-P5S9K
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ANEXO J. CINETICA DE LAS NPS VACIAS DE PLA Y PLGA FRENTE A E. coli 0157:H7
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potencial antimicrobiano frente a Escherichia coli O157:h
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La Lactoferrina (L) es unaglicoproteina multifuncional que presenta propiedades antimicrobia
a un amplio rango de microarganismos y actii por diversos mecanismos de accion mediante los:
puede defender a los mamiferos de las infecciones microbianas. Por lo anterior, en este rrafs
investigacion se discharon seis péptidos sintéticos con potencial antimicrobiano basados en’
aplicando herramientas de bioinformaticas tales como i) “Design and Prediction Antimicrobial Pep
(DEPRAMS, por sus siglas cn inglés), ii) Clustal W y fij) CPH models, entre otras. Ademas, los pe
antimicrobianas (PAMs) discriados se sintetizaron en fase solida por la técnica F-moc (rink:
4MBH), ncluyendo diferentes modificaciones en s estructura primaria, los cuales fueron denom
como LAI 3 LA Ios PAMs se purificaron por Cromatografia liquida de alta eficiencia ((HPLE), p
siglis en Ingles), ohteniendo péptidos con un 95% de pureza. Estos péptidos mostraron una est
secundaria alfa hélice (a-hélice) de acuerdo con sus espectrs de Dicroismo Circular (DC). [aestn
primariade los PAMs fuc caracterizada por Espectrometria de masas con Desorcion/lonizacion cond
Asistida por una matriz con detecelon de tiempo de vuelo (MALDI-TOF TOF, por sus siglas en
Posteriarmente, los péptidos sintéticos fueron evaluadis frente a las cepas patogenas de Staphyk
dureus Tesistente a meticiling (SARM) y Escherichia coli O157:H7 que han desarrallada: ress
microbiana alos antibioticos convencionales En general, los PAMs demostraton propiecaces mhib
frente alashacterias patogenas. Sin embargo, el PAM LAl noreporto actividad antibacteriana signif¥
dentro del rango de concentraciones realizadas. Los PAMs LA2, LA3 y LAG presentaron conc
minfmainhihitoria (CMT) de 50 pM frente a SARM, Los PAMs LA4, LAS y LAG fueron masefectivo
a Fscherichiacoli O157:H7, con concentracidn minima inhibitoria (CMI) entre 25y 100 pM. Las actis
antibacterianas se realizaron per el método de microditucion en caldo tomando como control posis
hacrerias parsgenas en ausencia de los PAMs Estos PAMs se proponen como una alternativa terap
para las infecriones causadas por SARM y E coli O157:H7 que se podrian desarrollar y aph
antibidricos porsistemas deliberacion conrrolada.

Palabrasclave: Lactoferring, Péptidos antimicrobfanos, Libreriade peptidos, Metodologia

E-mail: reorres@uis.edu.co.
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antiparasitary activity of new synthetic peptides against Leishmania sp. 31%
Latin American Chemistry Congress. CLAQ 2014. Lima-Pera.
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Actalusente, exise i grad (01erés por desartoliar BUevos ANHbIOTCos fenle & DACTEss pardgpenes. Esto s debe,
¢smcul.ln¢nle a Ia creciente resistencia blcu-nuu Por esta razon, en las iltins decadas. ba surgido la necesidad de

nevos 1P os efectd en el de enf dades mfecciosas de alta

prevalencia ¢ mfecci T de dificil mme,o terapéntico { X, Flavin, ¥ Flavia, 2014), Recientemente, los

peéptid inscrobs (PAM) oblenidos ban un’pido Conto Un nlurnntwn promisoria para el
de infe microbianas y propiedad con uup COmo ag

ferapénticos (Cruz y col., 2014)

Por lo anterior, en este lranjo dc u:wmpcwn e Ik\o 2 cabo el disefio y sintesss de una sene de 18 peépltidos con
patencinl actividad b e ia de jos PAM unlizando herranmentas de
Dioinfornsatics como: 1) “Design and Prediction Annmlciobml qudc\" (DEPRAMS. por sis siglas en inglés), )
ClustalW R ) CPH uodels, cun otras, para d los dos o la actividad
Pe nuevas secuencias peptidicas en hu solida empleando la estrategia
Foe (01 ! O ) Los PAM fueron denominados como Pl a PI8 Las secuencias bases y los
andlogos sintéticos se obtuvieron con una pureza del 95% y un perfil tipico de o-hélice. de acuerdo con los espectros
de dicrotsmo circular (CD). Adesnds. la estuchwa prunaria de Jos PAM fue confirmada por esp de masas
MALDI-TOF

La actividad de los PAM fue evaluada en cepas patogenas de Eschevichia coli 0157 HT (£ coli OISTHY) ¥
Sraphiviococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y se obtuvieron valores de 1.5 v 2.5 uM para el pépeido P17,

Lah "deio‘PAMh«mucmroclmdcwmanodmloeummnompuoclw%
Adun-s el mecanisano de accion de los PAM fue estudiada con la sonda amsomica de Sytox-Green. con la cual se
d ) que. en @ L. la fi de poros de los PAM es la forma de actuacion mas comsin,

excepio para el PAM P10 Fualmente, pensamos que &sfos PAM puaden proponerse conw una altermativa
lerapéutica para las infecciones cassadas por SARM y £ coli O157:HY que se podrian desarrollar y aplicar como
antibeoticos por sistemas de hiberacion controlada.
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YI-PO15 Antibacterial Activity of Novel Bioactive Peptides
against Pseudomona aeruginosa

L Cruz, B.Y. Martinez?, C. Ortiza, F. Guzman®, R. Fernandez-Lafuente®

and R. Torres*.

sGrupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiclogia (GIBIM),

Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia; "NBC

Nucieo Biotecnologia Curauma, Pontificia Universidad Catolica de

Valparako, Campus Curauma, Valparalso, Chile; ‘Departamento de

Biccataiists. ICP-CSIC, Campus UAM-CSIC Cantoblanco, Madrid.

Spain

P. aeruginosa is a multidrug-resistant bacierium which has become

in a serious threat to public health. The efficiency of the conventional
antibiotics is decreasing as a resull of resistance, therefore is

essential to find new antibacterial strategies to solve this problem.
Antimicroblal peptides (PAM) represent a possible alternative 1o

fight againsl resistant bacterial infections. Different strategies can

be used to synthesize PAM, being possible to develop new peptide
sequences with better antimicrobial properties than the original PAM.
In this work, we described the increase in antimicrobial activity of
eighteen novel peptide hybrids with antimicrobial potential. For this
purpose, the analogues were synthesized by means of solid phase
chemistry using Fmoc methodology and peptides with S5% purity were
cbtained. The two-dimensional structures of the PAM hybrids were
determined by circular dichroism (CD) and molecular mode!ing. Some
cof these analogues were comparad to the native secuence, showing a
significant increase in antimicrobial activity against P aeruginosa. P14,
P16, P17 and P18 were the most active peptides, with a MIC99 of 10
uM. Finally, all peptides showed a percentage of hemolysis < 40%,
indicating a low level of toxicity.
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YI-PO16 Development Of New Synthetic Peptides Analogs of
Bovine Lfampin With Antibiotic Potential
Against Escherichia Coli 0157:H7 and
Staphylococcus Aureus Methicillin-Resistant (Mrsa)
J. Pereze, Y. Prada®, J. Cruz*, C. Ortiz®, F. Guzman®, R. Ferndndez-
Lafuente® and R. Torres?
*Grupo de Investigacion en Bioguimicz y Microbiologia (GIBIM),
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Nicleo Biotecnologia Curauma, Pontificia Universidad Caltiica de
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Increased prevalence of antibictic-resistant bacteria has oecome
& major threat to health sector workiwide due to their virulence,
limited therapeutic options, and distribution at both hospital and
community settings. Discovery and development of new agents

to combat antibiotic-resistent bacteria is thus urgently needed
Therefore, this study aimed to evaluate the potential antimicrobial
activity of five peptides against pathogenic bacteria £ coff 0157: H7
and Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA), Initially, the
sequence of LFamp B was compared with different proteins belonging
to the transferrin family, Subsequently, LFamp B 265-284 and four of
its analog peotides were synthesized by solid phasé peplide synthesis
(SPPS]. The purity of the peptides was around 90% and they showed
a typical a-helix configuration, as revealed by circular dichroism
spectra (DC). Peptide concentrations used were in the range from
0.5t0 100 pM. The A4 L Famp B analog peptide was the mos: active
against both £. coli O157: H7 and MRSA <lrains. The MICSD of A4
analog was 52uM against MRSA and 77 uM against E. coli 0157: H7.
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1.65% (ww) 'gﬂouphuﬂdvlmllm (PC) and 9% (wiw) soybean oll i the aqueous phase using o
Microflukitzor™ processar, By vargng process condtions, liposomos with slzos i the range of 160200
nm (D50) were obitained. AT samples wore then passed theough 0.2 micron-tated fiters manutactured
by Pall Life Sciencen and fration fux and throughput wore studied. Results revealod the corelstions
bolween (ho droplet sizo, filtraton throughput and sverage fration Pux. In conclusion, liposome
particlo slze and size distibution can be precisely confrolied by adjustng process condtions. Whan
pairing the optimum vesicle size with selectod moembrane fisers, high post process filtration eificiency

can bo schiaved,
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Nanoencapsulation of novel synthetic peptide in PLGA and its antibacterial
activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus and
Pseudomonas acuriginosa.
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* Corresponding author: jecrulafi@amallcom,
Nanocatriors are one of the most useful tools 10 achieve targeted
delivery of therapeutic proleins and peplides, Diversdy of
nanocarners for the delivery of peplides, proteins, and genes have
been daveloped due 10 its abllity 1o protect these molocules from
degradation In the gastrointestinal frack and n the bloodstroam
Particularty peplides, which have emerged as a vety inleresting
plternative 10 be used as antimicrobial compounds ato very
susceptible 10 this degradation, Therefore it has been proposed the
use of different nanocarriers as prolective agents and 1o facilitate s
delivery of peplides in humans [1] In this work, the GIBIM-PSS8K
synthetic peptide, which s an antimicroblal  peptide, was
encapsulated In PLGA nanoparticles by doublo emulsion solvent
extraction/evaporation method with encapsulation efficiency around
65.3%. The average particle size, axpressod as standard deviation,
was 225.8 ¢ 3.6 nm (Fig.1). PLGA nanospheres loaded with GIBIM.
P5S9K showed a MIC against S. aureus and P, aoruginoss bacteria
of 75 and 25 uM, respectively. Non loaded nanoparticles and PE| did
not present any antimicrobial effect. This work shows an interesting
type of nanocomposites which could be considerod as promising
alternative to deliver peptides agons! infectious discases caused by

these microorganisms,
Reforence
[1) .Danhier, F., Ansorena, E., Silva, J. M., Coco, R, Le Broton, A., & Préat, V. Journal of Controbied

Release 161, 2(2012) 505-22

Fig A, PLGA-GIDIM PS50K
nanoparticles
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Synthesis and evaluation of polylactic acid nanoparticles loaded wit

s:nthetlc peptide against Pseudomona aeuriginosa and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus

J. Flérez, J. Cruz (1), J. Gutiérrez (1)*, C. C. Ortiz (2)*, F. Guzmaén (3), M. Urquiza (1), R. and
R. G. Torres (4)
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The high proportions of antibiotic resistant bacteria, causing common _world wide infections (e.g.
urinaty'gtragt i?\fections, pneumonia, bloodstream infections) and the high percentage of hc;?gital:
acquired infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) or mulli r;_g‘
resistant Gram-negative Pseudomonas aeriginosa are two of the major health problems. A'nllmnl:ro §n
peptide nanoencapsulation is a powerful tool for delivering these molecules at specific sites |

. ¢ : ; dability that
y enerates subcellular size particles having improved lbroavaﬂabihly t
ST, Soof exkiokation, roe tible with cells and tissues and protect

allows oral administration, release at specific sites, is biocompa - )
these peptides from protease attack.p [1). The antimicrobial GIBIM-PSSOK synthetic peptide \:as

encapsulated in polylactic acid nanoparticles using the dopb!e erqulsnon- solvent evapo;a t:og
technique. These nanoparticles presented peptide encapsulation efficiency around 75%, and ha

diameters lower than 270 nm and displayed positive surface charge (until 30@)/) as determu_ngd by
dynamic light scattering (DLS) and scanning electron microscopy (SEM). Additionally, the minimum
inhibitory concentration (MIC) against methicillin-resistant Staphyloccocus aureus and Pseudomona
aeuriginosa was 75 pM. In conclusion, the use of PLA-NPs as peptide carriers is a promising
alternative to counteract diseases caused by microorganisms and to develop novel drugs or enhance

actual therapies.
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Efecto de la estructura alpha- hélice anfipatica en el diseno

d.c.Ef osantimicrobianos (PAMs)

B ,Correa$™, Guzman F', Cruz J*, Ortiz CY', UnquizaM**
"Excuda de Quimica, Universidad Industrialde Santander.

*Escuela de Biologia, Universidad Industrial de Santander.
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El discnio de pépeidos antimicrobianos (PAMs) ha cOmo una alternativa promisoria contra
buac ter has resistentes a los antibi dticos convencionales, asus moltiples mecan lsmos de accion,
actividad de amplio espectro y bajo tal de resistencia. A partir de una de la protetna
Cardiolipina sintasa B, dulvadlde 2 bacteria Actinomyces ., se discio d pép NEupepudn
segon el programa Wptucmunhdtﬁ:ﬁddcil que en teoria podria formaruna -

anfipdrica estable Las caracteristicas fsicoquimicas del pqxﬂoon&nbpnhmurcenh
membrana bacteriana, formando poros que permitirian la salida del material intracelular,
ocasionando lamuerte celular; de Mﬁm pépuido presento act ividad antimicrobiana y hemolitic a.
Amddpmﬁoudhmmnkuﬂbpomhauhmm&hmn
cambia ron por Ala, hoonmndBndemo&nrhmophmw&lpry
1a helicicidad de acuerdo con el programa “Agadir. Los p disenad en
fase solida usando la meaodologia F-MOC y mrhﬂocme ch.apemd:
mydknimock:n!n Ww(mmhﬁddmmhmadﬁmdclum:
diferentes las cepas Escherichia coli, S
meticilina y Prcudomona aerugimoss mediante dehdneuudem u-udnel
meétodo de microdilucion en caldoy determi la denaidad optica s 995 nm. Finalmente se evaluo
el efecto sobre la membrana cucariota a través de ac tividad hemolitica del eritrocito. Se encontraque
el MIC,, del péprido 19, 22 y 23 (que presentan sustituciones por Clsteinas en la secuencia ) fue de 16
uM. A su vez, los péptidos 22 y 23 presentaron 14% y 10 % de act ividad hemolitic a respectivamente
hasta 128 uM. H péptido 20 enel que sesustituyen algunas Alaninas por Prolines para desestabilizar
1a hélice no present aact ividad antimicroblanaa 50 uM. Elpéptido 21 en elcualse cambio la cisteina
5 par Serina de la secuencia ariginal no actividad antimicroblana. En conclusion, la
tendencia de estos péptidos a formar alfa- hélices anfipaticas estab les esta asoctada con su actividad
antimicrobiana; la especificidad sobre la membrana bactertana depende en gran medida de la
presencia deuna Cisteinaen laposicion 5, yla otraClsteina en posicion 9.

Palabras clave: PAMs, entropia configuracional, actividad antimicroblana, estructura
sccundaria alfa- hélice.
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