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RESUMEN

La resistencia antibacteriana hacia los antibioticos convencionales es un problema
emergente a nivel mundial. Esta urgencia por desarrollar antibidticos alternativos ha
motivado a los investigadores a buscar nuevas moleculas para superar este problema de
resistencia, tales como, los péptidos antimicrobianos (PAMs). Los PAMs son importantes
moléculas efectoras del sistema inmune innato, el cual es el principal mecanismo de defensa
para la mayoria de los organismos vivos. El Alyteserin 1c, es un péptido antimicrobiano
secretado en la piel del sapo Alytes obstetricans caracterizado por tener una carga neta +2
(WT). Con base al péptido WT, se procedio a elaborar un analogo (AM), el cual presenta una
carga neta +5 como resultado de diferentes sustituciones de aminoacidos en la cara polar de
la hélice del Alyteserin 1c. Ambos péptidos fueron sintetizados empleando el método de
sintesis de péptidos por fase sélida. El rendimiento de la sintesis sin purificar fue del 29,7%
para cada péptido. Después del proceso de purificar por cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa, el rendimiento fue del 4,95% para el WT y de 13,2% para el AM.
Posteriormente se verifico la pureza de los péptidos utilizando el espectrofotometro de
masas Bruker Daltonics MALDI-TOF, que fue del 95% en ambos péptidos. Respecto a la
actividad antibacteriana, el péptido WT exhibié una concentracién minima inhibitoria
(MIC) de 62,5 uM y 250 uM, frente a las bacterias Staphylococcus aureus y Salmonella
typhimuriom, respectivamente, por otro lado, con el AM se obtuvieron MICs de 125 uM y
62,5 uM, para ambas cepas respectivamente. Respecto a la actividad hemolitica del péptido

WT y AM se observé que la concentracion minima hemolitica es de 62,5 uM en cada uno.

Palabras Calves: disefio de péptido, sintesis en fase solida, RP- HPLC, actividad
actibacteriana, péptidos, Alyteserin 1c. SUMMARY



Antibacterial resistance to conventional antibiotics is an emerging problem worldwide. This
urge to develop alternative antibiotics has motivated researchers to look for new molecules
to overcome this resistance problem, such as antimicrobial peptides (PAMs). PAMs are
important effector molecules of the innate immune system, which is the main defense
mechanism for most living organisms. Alyteserin 1c, is an antimicrobial peptide secreted in
the skin of the toad Alytes obstetricans characterized by having a net charge +2 (WT). Based
on the WT peptide, an analogue (AM) was developed, which presents a +5 net charge as a
result of different amino acid substitutions in the polar face of the Alyteserin 1c helix. Both
peptides were synthesized using the solid phase peptide synthesis method. The yield of the
unpurified synthesis was 29.7% for each peptide. After the process of purification by reverse
phase high efficiency liquid chromatography, the yield was 4.95% for the WT and 13.2% for
the AM. Subsequently, the purity of the peptides was verified using the Bruker Daltonics
MALDI-TOF mass spectrophotometer, which was 95% in both peptides. Regarding the
antibacterial activity, the WT peptide exhibited a minimum inhibitory concentration (MIC)
of 62.5 uM and 250 uM, against the bacteria Staphylococcus aureus and Salmonella
typhimuriom, respectively, on the other hand, with the AM MICs were obtained from 125
uM and 62.5 uM, for both strains respectively. Regarding the hemolytic activity of the
peptide WT and AM, it was observed that the minimum hemolytic concentration is 62.5 uM

in each one.

Keywords: peptide design, solid phase synthesis, RP-HPLC, actibacterial activity, peptides,
Alyteserin 1c.

1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento y desarrollo de los antibidticos, muchas enfermedades infecciosas
han sido controladas gracias a la amplia variedad y efectividad de estos compuestos,
aumentando la expectativa de vida de humanos y animales. Sin embargo, en los tltimos
anos el tratamiento de las infecciones bacterianas se ha complicado debido al incremento
acelerado de resistencia bacteriana contra los antibidticos convencionales, volviendo a ser

una de las principales causas de muerte cada afo en todo el mundo.!

De acuerdo con lo descrito anteriormente, los péptidos antimicrobianos (PAMs)
desempefian funciones importantes en la inmunidad innata de los organismos, donde su
funcion es matar a los microorganismos invasores. Una caracteristica especial de los PAMs

es la probabilidad de la baja resistencia de las bacterias contra ellos?> dado que los PAMs



ejecutan su actividad bioldgica a través de un mecanismo no especifico, dirigido
principalmente a las membranas celulares bacterianas. La superficie exterior de la célula
procariota estd cargada negativamente debido a la presencia de lipopolisacaridos o acido
teicoico, mientras que la cara externa de la célula eucariota se compone de fosfolipidos
zwitterionicos como la fosfatidilcolina y la esfingomielina. La interaccion electrostatica de
péptidos con las moléculas cargadas negativamente en la membrana microbiana provoca le

ruptura de la membrana liberando contenido citoplasmatico hasta la muerte®.

Los péptidos antimicrobianos se pueden clasificar con base en su estructura secundaria
como: hélices-a, ldaminas-f3, extendidos y bucles* Las hélices-a constituyen la mayoria de
los péptidos antimicrobianos naturales conocidos®. Los péptidos [-laminares son
clasificados asi por la formacion de ldminas-3 antiparalelas y paralelas estabilizadas por dos
o mas enlaces disulfuro. Los péptidos antimicrobianos extendidos contienen altas
proporciones de ciertos aminodcidos como triptéfano, histidina y prolina. Por dltimo, la
estructura de los péptidos en bucle ocurre por la formaciéon de un solo enlace disulfuro,

amida o peptidico®.

Desde su descubrimiento, miles de péptidos antimicrobianos naturales y sintéticos han sido
reportados’, pero, muchos de ellos no son adecuados para aplicaciones terapéuticas debido
a sus largas secuencias, alto costo de produccion, baja potencia antimicrobiana,
susceptibilidad a enzimas proteoliticas y alta citotoxicidad contra células de mamifero (por
ejemplo, actividad hemolitica). Sin embargo, la gran cantidad de secuencias y la informacion
estructural proporcionada por los péptidos antimicrobianos naturales conocidos, facilita el
disefio de nuevos péptidos mas potentes, menos toxicos y con mayor potencial para

multiples aplicaciones®.

Emil Fischer ha sido considerado el padre fundador de la quimica de péptidos y quien los
designo con ese nombre. En 1901, junto con E. Fourneau reportaron por primera vez la
sintesis de wun dipeptido glicina-glicina, obtenido por hidrolisis parcial de la
dicetopiperacina de glicina en el laboratorio®. Desde ese momento se han desarrollado
diversas metodologias de sintesis de péptidos, pero en 1963 R.B. Merrifield desarrollo una
nueva técnica denominada Sintesis de Péptidos en Fase Solida, conocida como SPPS por sus
siglas en ingles'?. La metodologia de sintesis de péptidos en fase sdlida, consiste en la adicion
secuencial de alfa-aminodcidos, protegidos en la cadena lateral y su alfa amino, a un soporte
polimérico insoluble que es quimicamente inerte y mecdnicamente estable a las condiciones
de sintesis!!.Esta estrategia sintética permite obtener péptidos con secuencias deseadas y
ademas que se eliminan facilmente los reactivos por los procesos de lavado y filtrado.



Este trabajo tuvo como finalidad disefar y sintetizar a partir del alyteserin 1c (WT), un
analogo con carga neta AM, reemplazando por aminodcidos hidrofilicos algunos de los
aminodcidos hidrofdbicos de la cara polar de la hélice del WT, con el fin de aproximarse a
una hélice ideal. Los péptidosWT y AM se sintetizaron manualmente empleando la técnica
de sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS). Se evaluo la actividad antibacteriana en las
bacterias Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, posteriormente se reportd la
actividad hemolitica. Con este trabajo se espera contribuir al entendimiento y disefio de

nuevos y mas eficaces antibioticos con potencial uso terapéutico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. CEPAS Y REACTIVOS

S. aureus ATCC25213 y S. typhimurium ATCC14028, se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, EE.UU.). Resina NovaPEG Rink Amida,
aminodcidos con grupo amino protegido con Fmoc, piperidina, ninhidrina,
dimetilformamida (DMF), acido trifluoroacético (TFA), 1,2-etanoditiol (EDT),
triisopropilsilano (TIS) y caldo Mueller Hinton fueron comprados en Merck (Darmstadt,

Germany).

2.2. DISENO DE PEPTIDOS

Como secuencia molde para la sustitucion de aminodcidos, se utiliz6 la del péptido
Alyteserin-1c (WT) con carga neta= +2 y cddigo PDB 2L5R, constituido por 23 residuos de
aminoacidos (GLKEIFKAGLGSLVKGIAAHVAS). Se realizaron cuatro sustituciones de
aminodcidos en la cara polar de la hélice de WT (resaltadas en negrilla), para generar un
péptido analogo catiénico AM (GLKRIFKSGLGKLVKGISAHVAS). La carga neta de cada
péptido se calculé como la suma de los residuos basicos. La hidrofobicidad del péptido <H>
es definida como la media de los valores de hidrofobicidad de todos los residuos de acuerdo
con una escala estandar!2. Para delimitar la cara hidrofilica de la hidrofdbica, se realizé una
proyeccion de ruedas usando el software en linea Heliquest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).

2.3.SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA



La sintesis del Aliteserin 1c y su andlogo se realizd mediante la técnica de fase sélida
utilizando una resina NovaPEG Rink Amida. La resina se hincho con piperidina al 20% en
dimetilformamida (DMF), luego se lavo con diclorometano e isopropanol. Se mezcl6 una
solucion de activadores TBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-il)-1, 1, 3, 3-tetrametilamino
tetrafluoroborato) y DIEA (N,N-Diisopropiletilamina) con el aminoacido para acoplarse por
el extremo COOH-terminal con la resina y se continua el procedimiento de acople entre la
union del extremo NH-terminal protegido con el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC)
y el extremo COOH-terminal del aminodcido a acoplar empleando microondas.
Posteriormente, se lavd tres veces con diclorometano (DMC) y dos mas con isopropanol. La
desproteccion (piperidina al 20% en DMEF/ Diclorometano e Isopropopanol) y el
acoplamiento se repitieron las veces que fueron requeridas para obtener una mezcla de
péptido-resina con los 23 residuos de aminoacidos completos. La prueba de ninhidrina o
kaiser se realizaba en cada uno de los procesos de desproteccion y acople como método de
comprobacion. Luego, la resina se lavo sucesivamente con éter dos veces y se secé a 37°C.
El péptido se desanclo de la resina por tratamiento con 94% de TFA /2,5% de agua / 2,5%
de EDT / TIS 1%, dejandose en agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente y para
llevar a precipitacion con éter etilico frio durante 10 minutos. Después, se elimino el éter
etilico por centrifugacion a 5000 rpm por 10 minutos, repitiendo lo anterior tres veces.

Finalmente se dejo secar el péptido a temperatura ambiente.

2.2.1. CONTROL DE CALIDAD

Se peso 0,2 mg de péptido en un eppendorf de 0,5 mL y se adiciona 100 pL de agua destilada
preparada con 0,05% de TFA. Se realiz6 una cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
en fase reversa utilizando Chromolith® RP-18e semipreparativa aplicando una mezcla de:
(A) H20 con TFA al 0,05% (v / v) y (B) acetonitrilo que contiene 0,05% de TFA (v / v) como
fase maévil. Para la elucion de los péptidos, se utilizo el siguiente gradiente: 0-50% de B a 3
ml/min por 70 minutos y deteccidn a 220 nm. Posteriormente se realiz6 la verificacion de la
pureza del péptido en un espectrémetro de masas Bruker Daltonics (Bruker Daltonics Inc.
Billerica, U. S. A.) Serie Microflex MALDI-TOF.

2.2.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se empled como matriz una solucién sobresaturada de dcido a-ciano-4-hidroxicindmico. La

concentracion peptidica fue de 5,0 x 10+ mg/uL, se dispensé en placa 2,5 pL de una solucioén



que contenia una relacion 2,5:18 de péptido y matriz respectivamente. El rendimiento de la
sintesis sin purificacion se expresé como: ((Peso tedrico del péptido-Peso experimental del
péptido) / Peso tedrico del péptido) X100; teniendo en cuenta que el rendimiento de la
reaccion es del 33%!, y el rendimiento de la sintesis con purificacion se calcula empleando

la misma foérmula.

2.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Los ensayos antimicrobianos se realizaron de acuerdo al CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2015). Un cultivo bacteriano se inoculo en caldo Mueller Hinton
(aproximadamente 1x10° UFC / mL), posteriormente se diluyd en caldo Mueller Hinton
hasta alcanzar una DOe2s de 0,08 a 0,1 UA (aproximadamente 5x10° UFC / mL). Luego, se
incubaron 90 pL de cultivo bacteriano con 10 puL de péptido. El tiempo de incubacién fue de
18 h en placas de 96 pozos estériles a 37 °C. Los péptidos se aplicaron a diferentes diluciones
seriadas a la mitad desde 250 uM hasta 0,97 uM. Como control negativo, se utilizo buffer
fosfato salino (PBS, NaCl 138 mM, KCI 3 mM, NaH2POs 1,5 mM, Na2HPOs 8,1 mM, pH 7,4).
Como controles positivos se utilizaron gentamicina y ampicilina, para Gram-negativas y
Gram positivas, respectivamente. Después de la incubacion, se visualizd el crecimiento
bacteriano para obtener la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC).

2.4. EFECTO HEMOLITICO

1 ml de sangre periférica extraida de donantes sanos se lavé con PBS centrifugando a 3000
rpm durante 5 min. Los lavados se repitieron tres veces. Posteriormente, se incubaron 90 pL
de una suspension de eritrocitos humanos, diluidos a una concentracién final del 4% en una
solucién tamponada de PBS a 37°C durante 1 hora, con 10 uL de péptido a diferentes
concentraciones en serie: 125-62,5-31,25-15,63-7,81 y 3,91 uM. Triton X100 (1%) se usé como
control positivo y PBS como control negativo. Después de la incubacién, la solucion se
centrifugé a 3000 rpm y el sobrenadante se midi6 por absorbancia a 540 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV 1800. El porcentaje de hemdlisis se definié como: ((Abs
Pépt - Abs PBS) / (Abs Triton X100 - Abs PBS)) x 100. La Concentracion Minima Hemolitica
(MHC) es la concentracion mds baja donde los eritrocitos son lisados. Los resultados se
expresaron como el promedio de tres experimentos independientes, cada uno por
duplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DISENO DEL PEPTIDO



El péptido +2 estd conformado por 23 residuos, el cual tiene una secuencia descrita por
Conlon et al™. El péptido +5 es un analogo del péptido descrito anteriormente, donde se
aumento su carga debido a los reemplazos racionales de los residuos anionicos e hidrofobos,
por los cationicos e hidrofilicos teniendo como base las sugerencias de Bordo y Argos'. Es
importante tener en cuenta, que todos los cambios realizados fueron llevados a cabo con el
fin de analizar el efecto de la carga, hidrofobicidad y anfipaticidad en funcion a la actividad
hemolitica y antibacteriana.

Las sustituciones fueron: E4R, A8S, S12K y A18S, reemplazando dos hidrofdbicos por dos
polares neutros y reduciendo la hidrofobicidad, un aminoacido aniénico y un polar neutro
también fueron sustituidos por polares cargados cationicos, aumentando la carga neta de +2
a +5, tal y como se ilustra en la tabla 1.

Tabla No.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos.

PEPTIDO SECUENCIA <H> <pH> CARGA
WT GLKEIFKAGLGSLVKGIAAHVAS 0.461 0.380 +2
AM GLKRIFKSGLGKLVKGISAHVAS 0.373 0.434 +5

<H>=Hidrofobicidad, <puH>=Anfipaticidad.

Las sustituciones realizadas buscaban mantener la estructura hélice a del Alyteserin 1c con
el fin de aproximarse a una hélice ideal, donde deben existir dos aminodacidos hidréfobos y
dos aminodcidos hidrofilicos en cada un giro de la hélice. Al modificar los residuos
hidrofébicos por residuos polares con carga neutra o positiva en la cara polar de la hélice
del WT, se logré aumentar la carga neta, disminuir la hidrofobicidad y aumentar la
Anfipaticidad. En la Figura 1 se observa el aumento hidrofilico realizado.

A B

Figura 1. A. Secuencia de trabajo GLKEIFKAGLGSLVKGIAAHVAS péptido WT. B.
Secuencia de trabajo GLKRIFKSGLGKLVKGISAHVAS péptido AM.



Las proyecciones de rueda corresponden a los primeros 18 residuos de la secuencia de cada
péptido. Los aminoacidos hidrofobos son los de color amarillo y los aminoacidos cargados
positivos son azules. Los cargados negativos son rojos y los polares neutros son de color
purpura. Por altimo, los de caracteristicas intermedias son de color gris.

3.2. PUREZA DEL PEPTIDO

Las secuencias disefiadas fueron sintetizadas por la estrategia SPPS-Fmoc manualmente,
siguiendo el protocolo de sintesis descrito en la metodologia. Durante cada ciclo de acople,
del aminodcido activado por el extremo carboxy a la resina, se le realizaron cinco
tratamientos con microondas (15s cada uno), ya que el uso de éste ayuda a acelerar y
asegurar la reaccion de acople entre los aminoacidos'®. Ningtin aminoacido necesitd mas de
tres ciclos de acople para tener un test de ninhidrina (Kaiser) negativo.

Se obtuvieron 90 mg de cada péptido, respectivamente. Los péptidos obtenidos fueron
verificados con HPLC analitico empleando una longitud de onda de 220 nm y una columna
Chromolith RP 18 que se caracteriza por ser apolar; este tipo de cromatografia es conocida
como particion en fase reversa, ya que al poseer una fase estacionaria apolar la retencion
estd basada en la interaccion de tipo hidréfobo entra dicha fase y la region apolar del analito,
mientras que su fase movil es polar. Lo anterior se realizé con el fin de reconocer los picos
y luego recoger cada fraccion con impureza o puro. Posteriormente, estas fracciones fueron
enviadas a un espectrometro de masas para tomar la fraccién que correspondiera a cada
péptido. El rendimiento de la sintesis sin purificacion fue del 29,7% para cada uno de los
péptidos.

Al determinar que fraccion correspondia a cada péptido, se incorpora la muestra al
rotaevaporador en una mezcla de agua/acetonitrilo donde se evaporo el acetonitrilo a alto
vacio y se liofilizaron las muestras para eliminar el agua.

La purificacion se efectué por HPLC en columna semi preparativa Chromolith RP 18e
obteniéndose el cromatograma de la figura 2.A que corresponde al péptido WT con un
rendimiento de sintesis de 4,95% en un tiempo de retenciéon de 23 min con una intensidad
de 270 mV. El cromatograma de la figura 3.A corresponde al péptido AM con un tiempo de
retencion de 25 min y una intensidad de 295 mV obteniendo un rendimiento de sintesis del
13%.A.

B.

Figura 2. Cromatograma y espectro de masas del péptido WT. (A)Cromatograma por HPLC
en fase reversa. (B) Espectro de masas por MALDI-TOF.



Las fracciones anteriormente nombradas se caracterizaron por maldi-TOF, por tanto, en el
espectro de la figura 2.B se observa una correspondencia entre la masa molecular teérica y
la obtenida experimentalmente, en este caso para el péptido del Alyteserin 1c la tedrica era
de 2266,88 Da, mientras la experimental fue 2266,51 Da, en este espectro no solo se visualiza
el pico molecular sino un pico isotdpico con m/z 2287,590 Da [M+2H]*?, el cual presenta un
potencial de aparicion mas bajo, es decir, el pico que aparece a una minima energia de los
electrones de bombardeo, la diferencia m/z entre el pico molecular y el pico isotopico es de
21,077 Da; lo cual podria deberse al fltior (*F) y 2 hidrogenos (‘*H) unidos al péptido, ya que
el fluor posee una masa de 18,9984 y el hidrogeno de 1.0078, lo cual es posible ya que son

isotopos naturales con una abundancia relativa del 100%.

Ademas, cuando se trata de una molécula organica donde solamente contiene carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno, el pico isotdpico tendra una intensidad relativa entre 0,5 y

2,5 con respecto al pico molecular, lo cual ocurre en este caso que es de 0,5.

En el caso del espectro de masas del péptido modificado (Figura 3) fue 2366,88 Da y 2366.76
Da el experimental, en el cual no se observa alguna sefial de impureza. La pureza final de
los péptidos fue de aproximadamente el 95%, de acuerdo con los espectros obtenidos por

maldi-TOF donde los pesos experimentales coinciden con los tedricos.

A
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Figura 3. Cromatograma y espectro de masas del péptido AM. (A)Cromatograma por HPLC
en fase reversa. (B) Espectro de masas por MALDI-TOF.

3.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Al evaluar la actividad antibacteriana se encontré que, el péptido modificado tiene mejor
actividad bactericida para la S. aureus requiriendo una menor concentracion para inhibir el
crecimiento de dicha bacteria, sin embargo, no se observaron los mismos resultados para la
Salmonella typhimurioum ATCC14028, ya que en este caso el péptido WT empleo menor
concentracion tal y como se muestra en la tabla 2. Esto sugiere que las sustituciones
realizadas aumentan la selectividad hacia bacterias Gram-positivas.



Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria de ambos péptidos.

CEPA PEPTIDO | PEPTIDO
WT AM
Salmonella typhimuriom
ATCC14028. 625 122
Staphylococcus aureus
ATCC25213 20 6215

El Aliteseryn-1ces de interés, ya que presenta una actividad antibacteriana frente a bacterias
Gram (+) y Gram (-).

Los resultados descritos en la tabla 2 sugieren que la actividad antibacteriana no esta
directamente relacionada con el nimero de cargas positivas de los péptidos, ya que se
observd que el péptido WT presento mayor actividad en S. typhimurium (Gram-negativa),
mientras que el péptido AM exhibié mejor actividad en S. aureus (Gram-positiva), si bien, el
principal mecanismo de accion propuesto para péptidos antimicrobianos, corresponde a la
permeabilizacion de las membranas bacterianas, la cual, se desarrolla a través de un proceso
que consiste inicialmente en una interaccion electrostatica entre los residuos catidnicos y los
LPS de la membrana externa (bacterias Gram negativas), o los dcidos teicoicos o
lipoteicoicos (bacterias Gram positivas) permitiendo el acercamiento del péptido a la
membrana’. Sin embargo, en este caso se observd que la actividad antibacteriana
encontrada frente a S. typhimurium, fue mejor para el péptido WT que tiene menor carga
catidnica, lo que puede indicar que la actividad puede estar mediada también por otros
factores determinantes como la conformacion espacial especifica de la molécula y/o la
asimetria de cargas'®.

La poca actividad mostrada por el péptido +5 podria deberse al impedimento de cruzar la
membrana Gram-negativa externa para alcanzar la membrana interna, como consecuencia
de la hidrofobicidad disminuida al realizar el cambio de Alanina por Serina en la cara
polar®. Por lo tanto, la hidrofobicidad es un pardmetro importante para la actividad
antibacteriana del péptido, ya que controla la medida en que el péptido puede insertarse en
el nacleo hidrofobo de la membrana®.

Los péptidos con carga +2 y carga +5 pueden ser atraidos electrostaticamente por los grupos
anionicos, peptidoglicano y los grupos fosfatos de los acidos teicoicos que se encuentran
hacia el exterior de la pared celular de las bacterias Gram-positivas debido a los grupos
amino que poseen ambos péptidos?'. Los fosfolipidos anidnicos constituyen el 62% de las
membranas anionicas de S. aureus, por lo tanto, contribuyen a la atraccion electrostatica del
péptido®. En las bacterias Gram negativas el mecanismo de accién se basa en la via de
absorcién auto-promovida en el que el péptido cationico desplaza a los cationes divalentes
asociados a los lipopolisacaridos (LPS), desestabilizando el complejo macromolecular y



facilitando la internalizacion del péptido a la membrana interna??, provocando la letalidad
de la bacteria.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observd que el péptido con carga +2 present6 una
mayor actividad frente a las bacterias Gram-negativas, mientras que el péptido con carga +5
fue en las bacterias Gram-positivas, por tanto, se podria plantear que la carga no tiene una
relacion directa con la actividad antibacteriana. Giangaspero et al., reportd que un analogo
del péptido P19 con carga neta aumentada hasta +8, mostr6 una mejor actividad
antimicrobiana en levaduras pero una actividad reducida en bacterias?®. En otro estudio
realizado por Jiang et al., se evidencio que los péptidos con carga de +8 tenian la mayor
actividad en bacterias Gram-negativas, pero una actividad reducida frente a bacterias
Gram-positivas en comparacion a su analogo +6 2.

La pared celular de las bacterias Gram-positivas es mas gruesa que la pared de las Gram-
negativa y dificilmente podria atravesarla un péptido dimerizado. En el caso del péptido
con carga +5, que es mas cationico, las cadenas peptidicas pueden repelerse evitando la
dimerizacion y facilitando la difusion a través de la pared celular gruesa?, mientras que el
péptido con carga +2, necesitard una concentracion umbral mas alta para atravesar la pared.
Ademas, la arginina en la posicion 4 de la secuencia del péptido con carga +5, desempenaria
un papel importante en la interaccion con las membranas Gram-positivas, ya que la cadena
lateral de la arginina puede aproximarse a la cabeza de fosfatidilglicerol (PG) a una distancia
de 5 A°%. De hecho, la arginina tiene la capacidad de internalizar los péptidos a través de
las membranas?.

La actividad antibacteriana del péptido con carga +5 en bacterias Gram-negativas se redujo.
Esto puede deberse al impedimento de cruzar la membrana externa para alcanzar el espacio
periplasmico y la membrana interna, ya que la reducciéon de los aminodcidos apolares puede
disminuir la capacidad de insertarse en el nucleo hidrofébico de la membrana externa o
interna, debido a la disminucién de la afinidad por los lipidos; pues bien, la hidrofobicidad
es un parametro importante para la actividad antibacteriana del péptido. En un estudio
previo se determind que la reduccion de la hidrofobicidad debido a la ausencia de
aminodcidos con grandes cadenas laterales alifaticas abolia completamente la actividad en
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas?.

3.4. ACTIVIDAD HEMOLITICA

La actividad hemolitica de los péptidos se evalud en eritrocitos humanos. En las
concentraciones entre 3,9 y 31,3 uM, no se observd algun efecto hemolitico. En
concentraciones mas elevadas como 62.5 uM y 125 uM, se observa un efecto de
concentracién y actividad hemolitica (tabla 3), lisando entre 0,003% y 0,04% de la poblacién
total de eritrocitos a la concentracion maxima de cada péptido. La concentracién minima
hemolitica (MHC) fue de 62.5 uM para ambos péptidos (Figura 4).



Tabla No.3. Porcentaje de la actividad hemolitica medida en eritrocitos humanos.

0,
Concentracion (uM) | % HEMOLISIS WT DVS % HEZ"“;)LISIS DVS
125,0 0,0405 0,0016 0,0205 0,0019
62,5 0,0183 0,0041 0,0038 0,0041
31,3 0,0000 0,0016 0,0000 0,0041

% HEMOLISIS WT Y AM

0,0450
0,0400
0,0350
0,0300
0,0250
0,0200
0,0150
0,0100
0,0050
0,0000

%Hemolisis

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0

Concentracion (uM)

—l— % HEMOLISISWT ~ —l— % HEMOLISIS AM

Figura 4. Actividad hemolitica medida en eritrocitos humanos.

CONCLUSIONES

Mediante la Sintesis de Péptidos en Fase Solida (SPPS), empleando la estrategia Fmoc, se
lograron obtener dos péptidos donde una secuencia pertenece al Alyteserin-1c y la segunda
a un analogo con sustituciones racionales de algunos residuos, usando un protocolo de
sintesis optimizado que incluye el uso de microondas, con el fin de realizar la compleciéon
de secuencias peptidicas de gran longitud alcanzando rendimientos elevados y con poco
grado de racemizacion?. Este resultado nos permite prever que la obtencién de estas
moléculas es viable, econdmica y el método es versatil. Los porcentajes de rendimiento de
la sintesis sin purificacion fue del 29,7% para cada péptido, obteniéndose un rendimiento
de purificacion de 4,95% y 13,2% para el péptido WT y AM, respectivamente; siendo una
reaccion eficiente que permitié obtener moléculas de purezas adecuadas para los ensayos
de actividad antibacteriana y actividad hemolitica.



Se identifico que el péptido WT tiene mejor actividad en la S. typhimurium. con una MIC de
62,5 uM, mientras que el péptido AM actu6 mejor en la Staphylococcus aureu, obteniendo una
concentracion minima inhibitoria de 62,5 uM. En la actividad hemolitica se evidencia una

concentracion minima hemolitica del 62,5 uM en cada péptido.
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