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RESUMEN

En este trabajo se reporta el efecto, la modificacion puntual y sistemdtica a nivel del
enlace peptidico realizada al péptido Mastopardn MP-8, obteniéndose 27 pseudo-
péptidos en total. Los resultados permitieron determinar que los pseudopéptidos
\U—38617(INLKALAALAKd-[CHZNH]-RLL), W—38629(INLKAd-[CH2NH]-
LAALAKRLL) y y-38630 (INLK-[CH,NH]-ALAALAKRLL) presentan mejor
actividad que el péptido Mastopardn MP-8 frente a las bacterias Gram negativas y
conservaron la actividad antibacteriana frente a las bacterias Gram positivas; ademas,
la modificacién realizada produjo tres moléculas que abolieron totalmente la acti-
vidad hemolitica propia del péptido nativo. Todas las modificaciones realizadas a
esta secuencia provocaron un aumento en la estabilidad de las moléculas frente al

ataque enzimatico.

Palabras clave: péptido antimicrobiano, Mastopardn MP-8, actividad hemolitica,

estabilidad.
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SUMMARY

Structural exploration of antibacterial activity and hemolytic
profiles of non-natural analogs of the antimicrobial peptide
mastoparan MP-8

In this work the relevance of a systematic replacement of peptide-bonds on the
Mastoparan MP-8 antimicrobial peptide to afford 27 new pseudopeptide analogues
is reported. Results allowed to determine that pseudopeptides W-38617 (INLKA-
LAALAK¢- [CHZNH]-RLL), Y-38629(INLKA- [CHZNH]-LAALAKRLL) and
y-38630 (INLK-[CH,NH]-ALAALAKRLL), showed an enhanced anti gam-neg-
ative bacterial properties, regarding the native Mastoparan MP-8 peptide, but main-
taining a comparable activity against gram-positive bacteria. In addition, specific
performed modifications on MP-8 sequence led three new molecules that completely
abolished the hemolytic activity of the parent MP-8 peptide. All obtained molecules

possess a high stability profile when tested against a severe proteolytic attack.

Key words: Antimicrobial peptide, Mastoparan MP-8, hemolytic activity, stability.

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por patdgenos resistentes a multiples firmacos ha promovido
la busqueda de nuevos y més potentes agentes antimicrobianos. La propuesta que ha
tomado mds fuerza en las ltimas décadas la constituye una familia de compuestos
denominados péptidos antimicrobianos. Estos agentes potencialmente terapéuticos
han logrado convertirse en candidatos ideales para combatir ademds de bacterias, paté-
genos como hongos, virus, protozoos y células cancerosas [1].

A finales de la década de los ochenta, se descubrieron los péptidos antimicrobianos,
cuando Zasloff [2] hall6 en un péptido de origen natural denominado Maganina, pro-
piedades antimicrobianas. De manera general se puede decir que los péptidos antimi-
crobianos poseen un tamano entre 14y 40 residuos de aminodcidos, lo cual los convierte
en moléculas con peso molecular variado asi como su composicién de aminoacidos, su
estructura secundaria, su carga y sus caracteristicas bioldgicas [3].

Los péptidos con actividad antimicrobiana son un componente conservado de la res-
puesta inmune innata y estan ampliamente distribuidos en el reino animal. Estos pépti-
dos pueden ser considerados de amplio espectro como potentes antibacterianos, ya que
se ha demostrado que presentan actividad frente a las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, incluyendo cepas que son resistentes a los antibidticos de primera linea [4].
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Por esta razén, diversos investigadores han enfocado sus estudios al reconocimiento de
moléculas de origen natural con propiedades antifungicas, antibacterianas y antivira-
les, dando lugar en la actualidad al reconocimiento de mas de 1.000 péptidos [5] con
actividad frente a una amplia variedad de microorganismos. No obstante, el esfuerzo
no se ha enfocado solo en la busqueda de estos péptidos de origen natural, encontran-
dose diversos reportes en los cuales se han elucidado los mecanismos de accién de estos
péptidos y su relacién con la secuencia o la estructura de dichas moléculas. Entre las
clasificaciones més aceptadas de péptidos antimicrobianos se encuentra la descrita por
Boman, Wade, Boman, Wihlint y Merrifield [6], quienes clasifican los péptidos antimi-
crobianos en tres clases: a) péptidos lineales, anfipéticos, libres de cisteina con estruc-
tura secundaria o - hélice; b) péptidos formadores de enlace disulfuro lo cual da origen
ala formacién de estructura secundaria hoja 3; ¢) y finalmente péptidos con prevalencia
de un aminoécido entre los cuales generalmente se encuentran Arginina (Arg), Triptd-
fano (Trp), Prolina (Pro) o Histidina (His). En cuanto al mecanismo de actividad de
los péptidos antimicrobianos frente a la membrana bacteriana, se ha podido estable-
cer que el primer contacto es producto de interacciones electrostéticas entre ellos; de
manera general se han podido elucidar tres modelos principales de accién: 1) modelo

de barril; 2) modelo de canal y 3) modelo alfombra [7, 8].

Una familia particular de estas moléculas de origen animal que reportan actividad anti-
microbiana es la de los mastoparanes, la cual fue aislada del veneno de avispa y cuya
actividad antimicrobiana es reportada por numerosos autores [9, 10]. No obstante,
reportes recientes en la literatura han demostrado que el péptido Mastoparan MP-8
(INLKALAALAKRLL) es causante de efectos no deseados como son la hemdlisis;
presenta degranulacién celular actividad quimiotdctica y su vida media es relativa-
mente corta [11]. Por lo cual, en este trabajo se propone una modificacién puntual
y sistemdtica en todos los enlaces de Mastopardn MP-8 para mantener o potenciar la
actividad antibacteriana disminuyendo los efectos no deseados como la hemolisis, toxi-
cidad celular y, ademas, prolongar su vida media.

MATERIALES Y METODOS

Solventes y reactivos

N-Boc-a-L- aminodcidos protegidos, N-Boc-a-D- aminoécidos protegidos obtenidos
de Bachem (Bachem, Torrance, ca, usa), O-(benzotriazol-1) N,N,N’,N’-tetrametil
uronio tetrafluoroborato TBTU, fue obtenido de Bachem (Bachem, Torrance, ca,
Usa). Trietil-amina (TEA) desde Merck (Darmstadt, Germany). Hidruro de litio y
aluminio (LiAlH4) desde Merck (Darmstadt, Germany). O,N-dimetil hidroxilamina
desde Sigma Chemical Co. (Saint Louis, M0, UsA). Di-ciclohexil carbodimida (DCC),
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N-(hidroxy- benzotriazol) (HOBt) obtenido de AAPPTec (Louisville, XY, USA).
Ciano borohidruro de sodio (NaBH,CN) desde Sigma Chemical Co. (Saint Louis,
MO, UsA). Ninhidrina grado HPLC desde Merck (Bogotd, Colombia). Sodio meta-
lico, tetrahidrofurano (THF) desde Fisher Scientific (Fair Lawn, N, usa). Eter etilico
(Et,0), acetato de etilo (EtOAc), n-hexano, cloroformo (CHCI,), metanol (MeOH),
trietilamina (TEA); diclorometano (DCM), N,N-dimetil-Formamida (DMF), di-
isopropil-etil-amina (DIEA) desde Merck (Bogot4, Colombia). Acido trifluoroacético
(TFA), Acido fluorhidrico (HF).

Sintesis del péptido Mastoparin y andlogos péptidos miméticos en fase s6lida

El disefio de cada uno de los pseudopéptidos sintetizados consistié en modificar, de
manera sistemdtica, uno a uno los enlaces peptidicos naturales por enlaces no natura-
les tipo amida reducida; asimismo, se emplearon aminodcidos de configuracién D, los
cuales fueron modificados e incluidos en la secuencia peptidica.

La sintesis de pseudopéptidos involucra dos etapas principales: la primera consiste en
la reduccion del grupo carbonilo del aminoécido protegido por el grupo t-Boc hasta
el aminoaldehido de cada uno de los aminoacidos de la secuencia; para realizar esta
modificacién se llevaron a cabo los procedimientos reportados por Guichard, Briand y
Friede en 1993 [12] y por Carreno, Alba, Varela, Patarroyo y Lozano en 2011 [13]. La
segunda parte de la sintesis se llev6 a cabo siguiendo la estrategia de sintesis de péptidos
en fase solida t-Boc (SPPS) desarrollada por Merrifield [14] y luego modificada por
Houghten [15]. El acople del aminoaldehido a la secuencia peptidica se realiza como
lo describen Lozano, Salazar, Rivera y Patarroyo en su articulo publicado en 2006 [16].
Todos los aminoécidos utilizados eran aminoacidos protegidos en el grupo amino por

el grupo t-Boc.

El péptido nativo MP-8, asi como los pseudopéptidos andlogos a él, fueron codificados
por un niimero consecutivo que hace relacién al nimero de moléculas sintetizadas en
la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC). Estas secuencias con su
respectivo cédigo se muestran en la tabla 1.

Cromatografia en capa delgada (ccp)

Esta cromatografia se llevé a cabo en placas de aluminio de silica gel (silica gel 60 F .,
Merck), empleando diferentes sistemas de solventes dependiendo del aminodcido que
se va a modificar, para asi realizar el seguimiento a la formaci6n hasta el aminoaldehido
de cada uno de los aminoacidos y por diferencia en los tiempos de retencién fueron
identificados los diferentes compuestos. El andlisis se realizé por fluorescencia UV a
una longitud de onda corta (254 nm) y mediante una reaccién con ninhidrina (datos

no mostrados).
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Espectroscopia IR

Los espectros infrarrojos obtenidos se tomaron en un espectrometro JASCO FT/
IR-460 Plus (Tokio, Japén). Las muestras se analizaron en un equipo PIKE MIRacle
AG con un dngulo de reflexién horizontal y una celda ATR (Pike Technologies, Madi-
son, WI, UsA). Cada uno de los compuestos analizados fue sometido a una presién de
21 psi (libras/pulgada?). Para la obtencién de cada espectro se realizaron 64 barridos.

Resonancia magnética nuclear RMN H!

Se realiz6 RMN H' a cada uno de los N-a-t-Boc aminoaldehidos sintetizados, asi como
a su correspondiente intermediario y producto de partida, tomando 10 mg del pro-
ducto liofilizado, disolviéndolo en dimetilsulféxido deuterado (99,9% de pureza) o
en cloroformo deuterado (99,8% de pureza) + 1% v/v de tetrametilsilano (TMS) +
lamina de plata (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, ma, usa) para un volumen

final de 0,5 ml. Para cada muestra se realizaron 64 barridos en un espectrofotémetro
Bruker DRX 500 MHz a 300 K.

Caracterizacién por HPLC y espectrometria de masas

Todos los pseudopéptidos sintetizados se caracterizaron por cromatografia liquida de
alta eficiencia en fase reversa HPLC-FR en un cromatégrafo Merck-Hitachi L4250
analitico de inyeccién automdtica (Hitachi Ltd., Tokio, Japén), que posee un detector
uv-vis. La longitud de onda del analisis fue de 210 nm y la columna empleada fue una
columna de silice-C18 de 4,5 mm x 30 cm. En cada una de las corridas cromatograficas
se sembrd la muestra disuelta en agua + 0,01% TFA a una concentracidn final de 0,2

mg / 200 uL.

Se realizd a cada una de las moléculas sintetizadas espectrometria de masas en un
equipo de masas Bruker, empleando una matriz de desorcién-ionizacién (MALDI) y
se empled la técnica tiempo de vuelo (TOF). El equipo utiliza radiacién de nitrégeno
que irradia a una longitud de onda de 337 nm, manteniendo un nimero minimo de
disparos de 2 x 107 y una energfa ldser de pulso mayor a 150 uJ/pulso; el voltaje de
reflexién fue de 20 kV y un voltaje reflector de 20 kV. Como matriz se empleé 4cido
4-ciano-hidroxi-cindmico (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO). En la placa de ani-
lisis se sembr6 3 uL de una mezcla matriz — muestra en una concentracion final de
muestra de 100 pmol/pL.

Determinacién de sensibilidad de las bacterias frente a
pseudopéptidos — ensayo de difusién radial

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de los péptidos y pseudopéptidos sinte-
tizados se determiné enfrentando cada uno de ellos a una serie de cepas de bacterias
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estandar ATCC (American Type Culture Collection) Gram positivas, entre las cuales
se encuentran: (Streptococcus mutans) ATCC 31989, (Enterococcus faecalis) ATCC
29212y (Staphylococcus aurens) ATCC 6538; y cepas Gram negativas, entre las cuales
se encuentran: (Salmonella typhimurium) ATCC EG10627, (Salmonella typhimu-
rium) ATCC 14028s, (Psendomona aeuroginosa) ATCC C-674, (Salmonella typhimu-
rium) MS7953 y (Escherichia coli) ATCC 25922.

El ensayo para determinar la actividad antibacteriana de cada uno de los pseudopépti-
dos sintetizados se realizé mediante el ensayo de difusion radial. Este experimento con-
siste en sembrar en cajas de Petri medio de cultivo (agarosa -TSB), el cual contiene 4 x
107 UFC de bacteria. Después de gelificado el medio se procede a abrir pozos pequenos
de didmetro fijo en donde se siembra el péptido o pseudopéptido (10 pL de cada mues-
tra a una concentracion de 1 mg/ml). Finalmente se cubren los pozos con un medio
de agar rico en TSB, se deja solidificar y se incuba toda la noche a 37 °C; por ultimo,
se evaltia la inhibicién del crecimiento de la bacteria en funcién del halo formado alre-
dedor del pozo. El experimento se repitié con cada una de las bacterias mencionadas
anteriormente y con cada uno de los pseudopéptidos sintetizados; el didmetro del halo
de inhibicién se midi6 en milimetros.

Determinacion de la actividad hemolitica de los pseudopéptidos andlogos del Mastopardn MP-8

Para determinar la actividad hemolitica de las moléculas sintetizadas, asi como la del
péptido nativo, se tomd sangre de cordero, y se obtuvieron los glébulos rojos por centri-
fugacién de la sangre a 3.000 rpm por 5 min; luego se prepard una solucion de globulos
rojos al 4% en solucién fisiolgica. La determinacion de actividad hemolitica se realizé
en cajas de 96 pozos, se sembraron 100 #L de muestra a una concentracién de 1 mg/
mL y 100 #L de glébulos rojos, alcanzando un volumen final de 200 #L por pozo; se
incubo a 37 °C por 1 hora. Pasado este tiempo, se centrifugd la caja a 5.000 rpm por 10
min, se tomd el sobrenadante y se llevd a una caja de 96 pozos nueva y, finalmente, se
realizé una lectura de absorbancia a 405 nm en un microlector Labsystems Multiskan

MS proveniente de Biocientifica, Ltda. (Bogotd, Colombia), tipo Elisa.

Determinacion de la estabilidad frente a peptidasas

Se determind la resistencia al ataque proteolitico de cada una de las moléculas sintetiza-
das frente a exo- y endoproteasas presentes en dos extractos enzimaticos, los cuales pre-
sentan caracteristicas enzimdticas diferentes. El primer extracto empleado fue el suero
normal humano (SNH) tomado de un paciente sano; el segundo extracto empleado fue
el citosélico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv. A cada uno de los extractos se les
determind la concentracién de proteina empleando el fesz de determinacion de proteina
por 4cido bicinconinico. La determinacién de la actividad frente a proteasas consiste
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en tomar 40 uL de PBS pH 7,2; 60 uL de SNH (17,3 mg/ml), y 100 4L de péptido
o pseudopéptido (1 mg/ml). Se mantiene la reaccidn a una temperatura de 37 °C y se
toman muestras de 20 4L a determinados intervalos de tiempo, frenando la reaccién
con TFA al 0,1%. La determinacién de resistencia de cada una de las moléculas frente
al conjunto de enzimas presentes en el extracto citosélico se realizé manteniendo las
condiciones anteriores.

REsuLTADOS

Caracterizacion de los pseudopéptidos sintetizados

La primera etapa de la sintesis de pseudopéptidos involucra la sintesis y caracterizaciéon
de cada uno de los aminoaldehidos incluidos en la secuencia peptidica. Los resultados
obtenidos de la caracterizacion por IR y RMN'H para dos de los aminoaldehidos sin-
tetizados se muestran en las figuras 1y 2, respectivamente.

En la figura 1a puede verse el espectro infrarrojo de N-at-t-Boc Isoleucina-OH vy sus
correspondientes derivados, en donde se observa en el espectro inicial del aminoécido
no modificado tres bandas caracteristicas de flexiones en el plano, propias del grupo
carbonilo de un 4cido carboxilico en 1.722 cm™, 1.696 cm™ y 1.665 cm™. Como puede
notarse, en el espectro de la carboxamida estas bandas desaparecen observandose en su
lugar dos bandas en 1.700 cm™ y 1.629 cm™ que corresponden a flexiones del grupo
C=Oyal estiramiento N-C=0, respectivamente. Finalmente, en el espectro del corres-
pondiente aminoaldehido se puede observar la aparicién de una senal un poco ancha
en 1.682 cm™, correspondiente a las flexiones en el plano del grupo H-C=0. Las sefa-
les restantes del espectro no son analizadas, puesto que en los tres espectros las bandas
se superponen, con lo cual se comprueba que durante el proceso de sintesis solo esta
siendo modificado el grupo carboxilo de la molécula, manteniéndose inmodificables
los demds grupos funcionales de la molécula. En la figura 1b, al igual que en la figura 1a,
solo se destacan los desplazamientos correspondientes al grupo carboxilo de N-a-t-Boc
Lisina (Z2)-OH vy sus correspondientes derivados, en donde pueden destacarse en el
espectro inicial del aminodcido no modificado dos bandas caracteristicas de flexiones
en el plano, propias del grupo carbonilo de un 4cido carboxilico en 1.733 cm™ y 1.669
cm™. Como puede verse, en el espectro de la carboxamida estas bandas desaparecen,
observandose en su lugar dos bandas en 1.697 cm™ y 1.620 cm™, que corresponden a
flexiones del grupo C=0 vy al estiramiento N-C=0, respectivamente. Finalmente, en
el espectro del correspondiente aminoaldehido se puede observar la aparicién de una
sefial un poco ancha en 1.634 cm’, correspondiente a flexiones en el plano del grupo
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H-C=0. Al igual que en el espectro anterior, solo se destacan las bandas caracteristicas
del grupo carboxilo del aminoécido y sus derivados.
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Figura 1. Caracterizacion espectroscépica por infrarrojo.

En la figura 2 se observa la caracterizacion obtenida por resonancia magnética nuclear
proténica de dos de los aminodcidos modificados N-a-t-Boc Isoleucina-OH y N-a-
t-Boc Lisina (Z2)-OH, destacdndose en el espectro 2b y 2e¢ el desplazamiento de los
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protones de los grupos metilo de la carboxamida en 3,2 ppm y 3,7 ppm de cada uno de
los aminod4cidos anteriormente mencionados; en el espectro 2¢ puede observarse una
sefal en 9,55 ppm correspondiente al protén del aminoaldehido de N-a-t-Boc Isoleu-
cina-H; de igual forma puede observarse en el espectro 2d la aparicién de una sefial
en 9,58 ppm correspondiente al hidrégeno del aminoaldehido de N-ar-t-Boc Lisina
(Z2)-H. Al igual que en el andlisis realizado para los espectros infrarrojos, en este caso
solo se destacan los protones de los grupos metilo de la carboxamida y el protén de cada
uno de los aminoaldehidos sintetizados, ya que los protones restantes de las moléculas
modificadas no sufren ninguna alteracién durante el proceso de sintesis.
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2a: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Ile-OHj

2b: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Ile- (N-O(CH,))2;
2c: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Ile-H;

2d: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Lys-OH;

2e: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Lys- (N-O(CH,))2;
2f: Espectro de RMN 1H de N-a-t-Boc Lys-H.

Figura 2. Caracterizacién espectroscépica por RMN-'H.
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Se modificaron en este trabajo un total de doce aminodcidos, seis de configuracién L, y
seis de configuracion D, (Ala, Asn, Arg, Ile, Leuy Lys), todos protegidos por el grupo
t-Boc en el grupo amino del carbono alfa, y en el caso de Asparagina (Asn), Lisina (Lys)
y Arginina (Arg) los amino4cidos se encontraban protegidos en la cadena lateral; de
cada una de estas sintesis se puede concluir que se obtuvo el producto esperado con
rendimientos que oscilan entre el 60% y 80% con una pureza superior al 90% en todos
los casos. La figura 3 representa un esquema general de la sintesis de pseudopéptidos
en fase sdlida, siguiendo los protocolos propuestos por Merrifield en los anos sesenta,
metodologia modificada por Houghten a mediados de los afos ochenta.
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En cuanto a la sintesis de los pseudopéptidos obtenidos con base en los perfiles croma-
togréficos por HPLC y por espectroscopia de masas MALDI-TOF, se puede afirmar
que en todos los casos se obtuvo el producto esperado con la modificacion deseada; el
producto crudo fue obtenido con una pureza cercana al 60%, realizindose en todos los
casos una purificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC. Finalmente
se obtuvo el compuesto deseado con una pureza superior al 95%j; los resultados obteni-
dos después de realizar la purificacion se presentan en la tabla 2.

Determinacién de sensibilidad de bacterias a los pseudopéptidos — difusion radial

La determinacién de actividad por difusién radial es una técnica ampliamente repor-
tada en la literatura, debido a que el ensayo es relativamente sencillo de realizar y brinda
informacién veraz acerca del comportamiento de las bacterias frente a un determinado
agente terapéutico. En este documento presentamos los resultados obtenidos del com-
portamiento de cada una de las bacterias objeto de estudio, frente a cada uno de los pseu-
dopéptidos sintetizados, y realizamos una comparacién al comportamiento observado
frente al péptido nativo Mastopardn MP-8 y frente a algunos antibidticos comerciales.

En la figura 4 se puede observar una fotografia que refleja de manera general el compor-
tamiento de los pseudopéptidos frente a las bacterias Gram positivas y Gram negativas;
asimismo, se puede observar la actividad mostrada por el péptido nativo y por algunos
antibidticos comerciales. En la tabla 3 se presentan las unidades de actividad determina-
das para cadaunade las moléculas ensayadas frente a cada una de las bacterias estudiadas.

C-674 (Pscudonoma acroginosa) 29212 (Enterococcus faecalis)

Figura 4. Sensibilidad bacteriana frente al péptido nativo MP-8 y sus andlogos no naturales.
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Tabla 2. Caracterizacion por HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF de las moléculas sin-

tetizadas.
endopépdo PM P esperdo N minl (i)

38611 1508,3 1507,7 36,97
Y38612 14943 1495,1 30,2
y38613 1494,3 1494,6 29,6
Y38614 14943 1494,9 35,33
Y38615 14943 14942 30,0
38616 1494,3 1494,3 28,01
Y38617 1494,3 1494,1 33,33
Y38618 1494,3 1494,0 26,51
y38619 14943 1494,4 35,12
Y38620 14943 1494,4 26,11
W38621 1494,3 1494,5 26,17
Y38622 14943 1494,4 31,32
38623 1494,3 1494,3 25,69
V38624 1494,3 1494,7 33,16
Y38625 1494,3 1494,5 25,52
y38626 1494,3 1494,6 24,88
y38627 1494,3 14948 33,33
Y38628 1494,3 1494,7 25,68
Y38629 1494,3 1494,5 31,33
y38630 14943 1494,5 25,38
38631 1494,3 1494,2 28,01
Y38632 1494,3 1494,0 25,99
Y38633 1494,3 1492,7 26,78
Y38634 1494,3 1493,2 30,22
Y38635 1494,3 1493,7 29,45
y38636 14943 1494,7 35,26
Y38637 1494,3 1494,8 33,32
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Los ensayos de difusion radial realizados para determinar la actividad antibacteriana
de cada una de las moléculas sintetizadas, evidencian que contamos con moléculas que
presentan un amplio espectro de actividad destacando pseudopéptidos que mostraron
ser activos frente a las bacterias Gram negativas y Gram positivas. Se hallaron en los
resultados frente a todas las bacterias estudiadas por lo menos un pseudopéptido con
actividad superior al péptido nativo, como por ¢jemplo, el pseudopéptido W-38623
NLKALAAYCH2NH]LAKRLL, el cual mostré mayor actividad frente a las bacte-
rias Gram negativas ATCC EG 10627, 14028 y C-674. Asimismo, pueden destacarse
los pseudopéptidos W-38623 a y-38633 y el pseudopéptido y-38637, los cuales mos-
traron mayor actividad que el péptido nativo frente a la bacteria Gram negativa ATCC
25922. En cuanto a los resultados obtenidos frente a las bacterias Gram positivas estu-
diadas, se pueden destacar los pseudopéptidos Y-38612 y W-38636, los cuales mostra-

ron ser mds activos que el péptido Mastopardn MP-8.

De manera general se puede decir que los andlogos a Mastoparan MP-8 tipo amida
reducida sintetizados mostraron en su mayoria ser més activos que el péptido nativo
frente a las bacterias Gram negativas; por el contrario, no se observé el mismo com-
portamiento frente a las bacterias Gram positivas, notindose que algunos de ellos
no fueron activos a la concentracién estudiada. Sin embargo, se pueden destacar los
pseudopéptidos y-38615 INLKALAALAKR-[CH,NH]-LL, y-38636 I-[CH,NH]-
NLKALAALAKRLL yy-38637 {fCH2NH]NLKALAALAKRLL, los cuales mos-

traron actividad superior a MP-8 frente a las bacterias Gram positivas.

Determinacion de la actividad hemolitica de los pseudopéptidos

Los resultados del ensayo de hemolisis se muestran en la figura 6, donde se puede obser-
var que el péptido no modificado 38611 a una concentracién de 1 mg/ml es 100%
hemolitico, al igual que los pseudopéptidos Wy-38612, y-38634, W-38635, W-38636 y
Y-38637. Con este ensayo se pudo determinar que la mayorfa de los pseudopéptidos
sintetizados mostraron un porcentaje de hemdlisis cercano al 30% a una concentracién
de 1 mg/ml, mientras que los pseudopéptidos Y-38617, y-38623, Y-38629 y y-38630
no son hemoliticos a la concentracién empleada (1 mg/ml), y se destaca que tres de
ellos Y-38617, y-38623 y W-38629 se modificaron simultdneamente en el enlace pep-
tidico como metilenamino (y-[CH,-NH]-) de configuracién local D (dextrégira).

Determinacion de la resistencia a la degradacion de los pseudopéptidos por
peptidasas de diversa naturaleza

Los resultados de resistencia al ataque por parte de las proteasas obtenidos para cada
uno de los pseudopéptidos sintetizados al igual que para el péptido nativo se muestran
en la tabla 4; ademds, se presentan los geles obtenidos a manera de ejemplo para el
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péptido nativo y para uno de los pseudopéptidos en la figura 5. Como puede obser-
varse en la figura 6, la sustitucion sistemdtica de enlaces peptidicos de la secuencia del
peptido antibidtico denominado Mastoparan MP-8, evidenci6 que algunos de los ané-
logos producidos evadieron totalmente la actividad hemolitica propia de la molécula
nativa MP-8. Los resultados de hidrélisis obtenidos frente al suero normal humano
muestran que el tiempo de hidrdlisis del péptido nativo es de 60 minutos; contrario
a ello se observa que todas las modificaciones indujeron resistencia a la hidrélisis de
proteasas, dando como resultado valores en actividad especifica superior a la hallada
para el péptido nativo. Ademds, se pudo determinar que las modificaciones realizadas
hacia el extremo carboxilo de la secuencia fueron los pseudopéptidos que indujeron
mayor resistencia a la hidrélisis enzimética por parte de las endo- y exopeptidasas pre-
sentes tanto en el SNH como en el extracto citosdlico de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. En la misma tabla se puede observar claramente el efecto de una modificaciéon
quiral en estas moléculas, puesto que en la mayoria de ellas el tiempo de degradacién
del pseudopéptido modificado con un aminoaldehido de configuracién D fue mayor al
de su anélogo de configuracién L, lo cual coincide con lo esperado, ya que el SNH y el
extracto citosolico no presentan proteasas para hidrolizar enlaces en los que se encuen-
tren involucrados aminoécidos de configuracion D.

Sa

38611 vs Suero normal humano 38611 vs Extracto citosélico M. tuberculosis H37Rv

0 5 10 20 30 60 2h 4h 8h 24h 0 S 10 20 30 60 2h 4h 8h 24h

5a: Estabilidad del péptido 38611 frente al suero normal humano SNH vy extracto citosélico;

Figura 5. Caracterizacion electroforética de la estabilidad peptidica frente a las proteasas.
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Sb
Y-38617 vs Suero normal humano W-38617 vs Extracto citosdlico M. tuberculosis H37Rv

0 S 10 20 30 60 2h 4h 8h 24h 0 5 10 20 30 60 2h 4h 8h24h

5b: Estabilidad del pseudopéptido W-38617 frente al suero normal humano (SNH) y extracto cito-
s6lico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Figura 5. Caracterizacion electroforética de la estabilidad peptidica frente a las proteasas.
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Figura 6. Porcentaje de hemolisis hallado para cada una de las moléculas sintetizadas.
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Tabla 4. Tiempo de vida media y actividad de cada uno de los pseudopéptidos frente a las peptidasas

de SNH vy extracto citosdlico Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Tiempo

Tiempo

I;e;z:g(())-/ Secuencia de vdi,da (I:(nlllolllfllig de vcil(,ia (I:(nl;:)lln/l[;g
péptido ts‘:‘fmii‘l) 10-4) t:‘(em;) 10-4)
38611 ggﬁ;TLKALAALAKRLL' 60 0,11 60 0,54
¥38612  INLKALAALAKRL[CH,NH]L 480 1,34 480 6,75
¥38613  INLKALAALAKRLY[CHNH]L 480 1,34 120 027
¥38614 INLKALAALAKR[CH,NH]LL 240 2,68 120 027
¥38615 INLKALAALAKRCH,NH]LL 1440 44,7 480 6,75
¥38616 INLKALAALAK[CH,NHJRLL 1440 44,7 480 6,75
¥38617 INLKALAALAK{CH,NHJRLL 1440 44,7 480 6,75
¥38618  INLKALAALA[CH,NH]JKRLL 480 1,34 480 6,75
¥38619  INLKALAALAYCH,NH]KRLL 1440 44,7 480 6,75
¥38620 INLKALAAL[CH,NHJAKRLL 480 1,34 480 6,75
¥38621  INLKALAAL[CH,NH]JAKRLL 480 1,34 240 0,14
¥38622  INLKALAA[CH,NH]LAKRLL 480 1,34 480 6,75
¥38623  INLKALAAYCH,NH]LAKRLL 480 1,34 480 6,75
¥38624 INLKALA[CH,NHJALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38625  INLKALAYCH,NH]JALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38626 INLKAL[CH,NHJAALAKRLL 240 2,68 15 0,022
¥38627 INLKAL[CH,NH]JAALAKRLL 480 1,34 15 0,022
¥38628 INLKA[CH,NH]LAALAKRLL 60 0,11 NR ND
¥38629  INLKAYCH,NH|LAALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38630 INLK[CH,NH]JALAALAKRLL 120 5,37 NR ND
¥38631  INLKYCH,NHJALAALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38632  INL[CH,NHJKALAALAKRLL 120 5,37 NR ND
¥38633  INLY{CH,NH]JKALAALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38634 IN[CH,NH]LKALAALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38635  INYCH,NH|LKALAALAKRLL 120 5,37 NR ND
¥38636  I[CH,NH|NLKALAALAKRLL 240 2,68 NR ND
¥38637 I{CH NH|NLKALAALAKRLL 120 5,37 NR ND

NR: no realizado, ND: no determinado
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Discusion

Si se deseara clasificar los pseudopéptidos analizados, en alguna de las clasificaciones
generalmente reportadas en la literatura para péptidos antimicrobianos, se podria decir
que los pseudopéptidos andlogos a Mastopardn MP-8 sintetizados en este trabajo, pue-
den ser incluidos en la clasificacién de secuencias con actividad antimicrobiana ricas en
un aminodcido en este caso alanina.

Los resultados obtenidos del ensayo de actividad antibacteriana y de hemlisis, clara-
mente dejan ver que nos encontramos frente a secuencias que lograron potenciar la acti-
vidad antibacteriana de Mastoparan MP-8,y,ademas de ello, no son hemoliticas como si
mostro serlo el péptido nativo. Los pseudopéptidos para destacar en este trabajo que pre-
sentaron las caracteristicas mencionadas son: y-38617 (INLKALAALAK‘[CH,NH]
RLL), y-38629 (INLKAY{CH,NH]LAALAKRLL) y y-38630 (INLK[CH,NH]
ALAALAKRLL); si bien dos de ellos, y-38617 y W-38629, no mostraron actividad
superior a Mastopardn MP-8 frente a las bacterias Gram positivas, su actividad es signi-
ficativa si se reconoce que no son hemoliticos y mostraron ser resistentes a la proteélisis
enzimatica.

En cuanto a los resultados obtenidos de la hidrélisis enzimdtica y al realizar una com-
paracién entre cada uno de los pseudopéptidos sintetizados con respecto al péptido
nativo, se puede observar que todos los pseudopéptidos sintetizados mostraron ser mas
resistentes al ataque enzimatico en comparacion al resultado obtenido para el péptido
nativo. Como se pudo observar en la tabla 4, los pseudopéptidos y-38612 a y-38623,
y los pseudopéptidos Y-38626 y Y-38627 mostraron ser los mas resistentes al ataque de
enzimas presentes en el suero normal humano, lo cual sugiere que en la secuencia hay
aminodcidos especificos blancos para la hidrélisis enzimatica, los cuales al ser modifica-
dos especificamente en un enlace peptidico confieren a la molécula resistencia al ataque
enzimitico reflejindose en un aumento en el tiempo requerido para la degradacion;
por otro lado, se puede afirmar que la degradacién del péptido MP-8 se produce hacia
el extremo carboxi de la molécula, puesto que fue alli donde las modificaciones en el
enlace peptidico tuvieron mayor impacto. Al poner en contacto los pseudopéptidos
anteriormente mencionados frente a un ataque enzimatico mas fuerte, como lo es el
extracto citosdlico obtenido de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, se observé que en
general los tiempos de degradacién de los pseudopéptidos frente a estas enzimas dismi-
nuyeron; sin embargo, se puede destacar que aun frente a un ataque enzimdtico severo
la resistencia del pseudopéptido a la degradacién es alta, ya que los tiempos hallados
superan en la mayoria de los casos los 240 minutos.

76



Actividad funcional de andlogos del Mastopardén MP-8

Basados en los resultados obtenidos por la estabilidad de los pseudopéptidos frente a
las proteasas, se puede proponer que el mecanismo de accién de los pseudopéptidos es
una internalizacion rdpida a la membrana de la bacteria; de no ser asi, no habria efecto
antimicrobiano, ya que en la mayoria de los casos el tiempo de hidrélisis enzimética
frente a enzimas de suero normal humano fue inferior a 480 minutos. Con lo cual se
puede concluir que la accién del pseudopéptido sobre la membrana de las bacterias es
muy corta y casi espontdnea, siendo el tiempo suficiente para provocar un dafio en la
estructura de la membrana bacteriana, provocar su lisis y obtener actividades superiores
ala del péptido nativo.

CONCLUSIONES

De manera general se puede afirmar que una modificacién realizada hacia los extre-
mos amino y carboxi induce en Mastopardn MP-8 perfiles de actividad antibacteriana
y hemolitica diferenciales y contraria a las respuestas que se obtienen cuando la modifi-
cacion es realizada en la parte central de la molécula.

El estudio realizado nos permite concluir que una alteracién puntual en la secuencia
de Mastoparan MP-8 en el enlace peptidico y en su configuracién parcial potencia la
actividad antibacteriana y disminuye la actividad hemolitica del péptido nativo.
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