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INTRODUCCION

Frente al alarmante aumento de la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos, la busqueda
de nuevos agentes antibacterianos se ha convertido en un tema relevante para la industria
farmacéutica. Los péptidos antimicrobianos son candidatos ideales debido a su amplio espectro
de actividad, rapidez de accion, selectividad y su baja tendencia a desarrollar resistencia,
comparada con los antibi6ticos convencionales. Si bien éstos presentan ciertas desventajas para
su aplicacion farmacol6gica asociadas a su relativa baja estabilidad en plasma y sensibilidad a
proteasas, los avances en estrategias de sintesis y en tecnologias para la formulacién de
medicamentos han permitido mejorar sus limitaciones terapéuticas, situandolos como agentes
viables para el disefio, desarrollo y produccion de nuevos farmacos.

OBJETIVOS

o Sintetizar y disefar péptidos sobre la base de secuencias novedosas aisladas de pieles
de anfibios.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos sintetizados frente a bacterias gram +
y gram -, aisladas de procesos infecciosos humanos y resistentes a los antibidticos
convencionales.

e Investigar las propiedades toxicolégicas de los péptidos que permitan definir su potencial
terapéutico y las limitaciones para su aplicacion.

Titulo del proyecto: Agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas:
Diseno de péptidos y peptidomiméticos con actividad anticolinesterasica
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METODOLOGIA

Sintesis y caracterizacion de péptidos

Tomando como modelo de partida péptidos naturales aislados e identificados a partir de la piel
de Hypsiboas cordobae, anfibio anuro del Litoral Argentino (Spinelli y col., 2018) se sintetizaron
10 analogos amidados en el extremo C-terminal denominados Hcl-1, Hcl-3, Hcl-6, Hcl-9, Hel-10,
Hcl-11, Hcl-12, Hel-13, Hel-14 y Hel-15, mediante sintesis en fase sélida, siguiendo la estrategia
Fmoc. La caracterizacién y analisis de los compuestos sintetizados se llevé a cabo mediante
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) en fase reversa, empleando una columna
analitica Atlantis C18 (3 um, 4,6 x 150 mm) en un equipo HPLC Waters y por espectrometria de
masas MALDI- TOF.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana y determinacion de la actividad hemolitica de los
compuestos sintetizados

La actividad antimicrobiana de cada péptido se evalu6 mediante la determinacién de la
concentracion inhibitoria minima (CIM), empleando el método de microtitulacion por dilucion en
caldo, modificado para péptidos antimicrobianos catiénicos, propuesto por el laboratorio de
R.E.W. Hancock (http://www.ihcworld.com/_protocols/), y la concentracion bactericida minima
(CBM). Para ello se utilizaron los siguientes aislamientos clinicos de bacterias gram + y -
resistentes: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Sa R1) y Escherichia coli resistente a
ampicilina, cefazolina, ampicilina sulbactam y gentamicina (Ec).

Para evaluar las propiedades toxicologicas se determing la actividad hemolitica frente a eritrocitos
humanos, midiendo la hemoglobina liberada a 405nm, siguiendo protocolos ya optimizados por
el grupo de trabajo (Humpola y col., 2017).

Estudio extendido sobre las propiedades fisicoquimicas, antimicrobianas y estructurales
del péptido Hcl-15

Para investigar sus propiedades fisicoquimicas se realizé un estudio in silico utilizando el servidor
en linea inverpep
(http://ciencias.medellin.unal.edu.co/gruposdeinvestigacion/prospeccionydisenobiomoleculas/Inv
erPep/public’chome_en). Por otro lado, se ensay6 la actividad antimicrobiana frente a dos nuevos
aislamientos clinicos de bacterias gram (+) y (-): Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(Sa R2) y Klebsiella pneumoniae (Kb). Ademas, se estudio la estructura secundaria del péptido
en agua y en presencia de vesiculas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) vy
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) mediante andlisis por Dicroismo Circular (DC).

CONCLUSIONES

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas y los valores de concentracion
inhibitoria minima (CIM) y de concentracién bactericida minima (CBM) de los péptidos estudiados.
Se puede observar que los péptidos sintetizados son secuencias cortas, de entre 8 y 15 residuos
aminoacidicos y la mayoria presentan carga neta positiva a pH 7. La capacidad de los péptidos
de ser retenidos en una columna de Cis (HPLC) se correlaciona con la hidrofobicidad de las
secuencias y, por lo tanto, en base a los tiempos de retencion obtenidos, se pudo establecer el
siguiente orden de hidrofobicidad relativa de mayor a menor: Hcl-1>Hcl-14>Hcl-10>Hcl-13>Hcl-
12>Hcl-3>Hcl-11>Hcl-9>Hcl-6>Hcl-15.  El péptido Hcl-15 mostré6 capacidad de inhibir el
crecimiento de ambas cepas bacterianas, con valores de CIM de 8 uMy 128 uM para E. coliy S.
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aureus R1, respectivamente, presentando actividad bactericida a concentraciones de 128 uM
frente a E. coli. Mientras que los demas péptidos no presentaron actividad antibacteriana en el
rango de concentraciones ensayado.

Tabla 1: Péptidos sintetizados, propiedades fisicoquimicas y actividad antimicrobiana de los péptidos

sintetizados

Péptido Peso Cantidad de Carga Tiempo de Sa R1 Ec
molecular aminoacidos neta retencion  CIM (pM) / CIM (pM) /
(g/mol) pH=7 (min) CBM (uM) CBM (pM)
Hcl-1 1248 12 +2 16 >128/>128 >128/>128
Hcl-3 1556 15 -1 12,49 >128/>128 >128/>128
Hcl-6 1091 10 +3 11,52 >128/>128 >128/>128
Hcl-9 953 8 -1 11,64 >128/>128 >128/>128
Hcl-10 1509 14 0 14,25 >128/>128 >128/>128
Hcl-11 906 8 +3 12,24 >128/>128 >128/>128
Hcl-12 1436 15 +1 13,59 >128/>128 >128/>128
Hcl-13 1202 12 +3 13,74 >128/>128 >128/>128
Hcl-14 1190 12 +3 15,72 >128/>128 >128/>128

Hcl-15 1003 9 +5 6,57 128 />128 8/128

Respecto a la actividad hemolitica de los péptidos (Figura 1), se puede ver que Hcl-14 y Hcl-15
mostraron muy baja actividad litica (< a 10 % de hemdlisis) en todo el rango de concentraciones
estudiado. No obstante, los demas péptidos presentaron considerable actividad hemolitica a
concentraciones mayores a 50 uM, si bien a menores concentraciones tuvieron escasa hemolisis.
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Figura 1: Actividad hemolitica de los péptidos sintetizados. Rango de concentracion ensayado 400 a 12,5
UM.

Enla Tabla 2 se presentan los resultados del estudio extendido de las propiedades fisicoquimicas
y antimicrobianas del péptido Hcl-15, el cual present6 buena capacidad para inhibir el crecimiento
de bacterias patégenas y baja actividad hemolitica. La carga neta positiva, la hidrofobicidad y la
capacidad de generar una estructura anfipatica en cercanias de las membranas bacterianas son
parametros determinantes para la actividad de los péptidos antimicrobianos. El péptido Hcl-15
presenté una buena cationicidad (carga neta a pH 7= +5), lo que le permitiria interaccionar
electrostaticamente con los componentes cargados negativamente de las membranas
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bacterianas. Por otro lado, analizando el porcentaje de aminoacidos hidrofébicos, la
hidrofobicidad y el tiempo de retencién obtenido por HPLC (ver Tabla 1 y 2) podemos observar
que es un péptido hidrofilico y, ademas, tiene una baja tendencia a adoptar una estructura
anfipatica (uH=0,24). Por otro lado, Hcl-15 mostré también capacidad inhibitoria frente al
aislamiento clinico de S aureus meticilino-resistente (CIM=64 uM), mientras que no presento
actividad inhibitoria frente a Klebsiella pneumoniae. En lo que respecta al analisis mediante
Dicroismo Circular, se pudo observar que en agua y en presencia de vesiculas neutras de DPPC
(Figura 2), las cuales mimetizan la membrana de células eucariotas, el péptido Hcl-15 se encontrd
desestructurado, presentando un minimo a 198 nm. Mientras que en vesiculas de DPPG, las
cuales mimetizan las membranas bacterianas, el péptido se mostr6 parcialmente estructurado, lo
que indicaria una mayor interaccion, de naturaleza electrostatica, con las vesiculas cargadas
negativamente.

21
Tabla 2: Estudio extendido de las propiedades g Ot
fisicoquimicas v antimicrobianas del péptido Hcl-15 :.
£
Carga %aa H uH Sa R2 Kb o 2 — H20
neta H
Her CIM (uM)/  CIM (uM) / > — DPPG
p CBM (uM)  CBM (uM)  4-
—_ DPPC
+5 11 -1.91 0,24 64/>128 >128/>128 = 6
200 220 240

% aa H: porcentaje de aminoé&cidos hidrofébicos; H: Hidrofobicidad; uH:
momento hidrofébico A (nm)
Figura 2: Andlisis de la estructura
secundaria de Hcl-15 mediante DC, en
agua y en presencia de vesiculas de

En base a estos resultados, podemos concluir que Hcl-15 es el péptido mas promisorio para
realizar estudios mas extendidos sobre su aplicacién como agente terapéutico para el tratamiento
de enfermedades que tienen como agentes etioldgicos a bacterias gram + y gram - resistentes y,
por otro lado, para plantear el disefio de nuevos analogos, sobre la base de su secuencia
peptidica, con el objetivo de ampliar su espectro de accién y mejorar sus propiedades
terapéuticas.
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